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Proteinmodifikation Chemie
Die Vielfalt an kovalenten Proteinvarianten (das Proteom) Aus dem Inhalt
iibersteigt bei weitem die Zahl an Proteinen, die sich aus der Co-
dierkapazitit der DNA ableitet. Ursache fiir diese Diversitit sind ™ Einleitung 7509
gej’rzchtete posttrlai.zsla.tzonale Modzﬁkatlénen. Qnter den Enzymen, — , yo e Addition: die
die solche Modifikationen ausfiihren, finden sich etwa 500 hu- Hauptdarsteller 7511
mane Proteinkinasen, 150 Proteinphosphatasen und 500 Prote-
asen. Die Hauptarten der kovalenten Proteinmodifikationen — 3 Kovalente Addition: die

. . . . Nebenrollen 7521
Phosphorylierung, Acetylierung, Glycosylierung, Methylierung
und Ubiquitinierung — kénnen nach der modifizierten Amino- 4 Katalogisierung posttranslationaler
sdureseitenkette, dem modifizierenden Enzym und dem Grad an Modifikationen 7527
Reversibilitat klassifiziert werden. Auch chemische Ereignisse wie
das Proteinspleifien, die Reifung des griinen Fluoreszenzproteins 5 Posttranslationale Mehtfach- und

d die Selbstaktivi des P ihl d Tandemmodifikationen von
und die Se sta tlwe.n.mg. es rot.easoms zlhlen zu den pqst- Proteinen 7528
translationalen Modifikationen. Ein griindliches Verstindnis von
Umfang und Muster der posttranslationalen Modifikationen ver- 6. Reversible kontra irreversible
mittelt Einblicke in die Funktion und Dynamik eukaryotischer posttranslationale Modifikation 7529
Proteomzusammenseizungen. 7. Kontrollierte Proteolyse 7531
8. Selbstspaltungen und
Umlagerungen von
1. Einleitung Peptidbindungen 7532
Es gibt zwei Hauptmechanismen, nach denen die Co- 9. Umlagerungen von

dierkapazitit eukaryotischer, 6000 bis 30000 Gene (Hefe bis Peptidbindungen ohne
Mensch) umfassender Genome erweitert wird, um so die Selbstspaltung 7535
Diversitdat des entsprechenden Proteoms — des Bestandes
aller Proteine in einer Zelle oder einem Organismus — zu 10. Schlussfolgerungen 7536

vergroBern. Ein Proteom kann mit iiber 10° molekularen
Proteineinheiten um zwei bis drei Groenordnungen kom-
plexer sein als vom codierenden Genom vorgegeben. Der
erste der beiden Mechanismen zur Proteomdiversifizierung —
Spleien der mRNA, einschlieBlich des gewebespezifischen
alternativen Spleilens — findet bereits auf der Transkripti-
onsebene statt."? Diese Prozesse spielen im eukaryotischen
RNA-Metabolismus eine entscheidende Rolle.

Das Hauptaugenmerk dieses Aufsatzes liegt jedoch auf
dem zweiten Mechanismus, der kovalenten posttranslationa-
len Proteinmodifikation (PTM), die an einer oder an meh-

1. kovalente Modifikation

reren Stellen ablaufen kann.’! Wie der Name schon sagt,
handelt es sich um kovalente Modifikationen, die erst nach
der Transkription der DNA zu RNA und deren Translation zu
Proteinen stattfinden. Eine Vielzahl von spezifischen en-
zymkatalysierten Modifikationen wird hierbei an den Sei-
tenketten oder am Proteinriickgrat der naszierenden oder
bereits fertig gefalteten und unter physiologischen Bedin-
gungen stabilen Proteine ausgefiihrt. Zwar kommt es auch bei
Prokaryoten zur Proteomdiversifizierung durch kovalente
Modifikationen; weitaus hédufiger und vielfiltiger tritt dies
aber in kernhaltigen Zellen auf. Etwa 5% des Genoms ho-
herer Eukaryoten kann fiir Enzyme reserviert sein, die post-

X X-YR
5 translationale Modifizierungen des Proteoms ausfiihren.
~N YR > N Die PTM ldsst sich in zwei iibergeordnete Kategorien
o o

2. Spaltung des Proteinrlickgrats

R o R O
NP H;0 o HN
N N \ﬁw — AN + 3 \R\N
H ° H
o o
Rn+1 Rn+1
Schema 1. Die beiden Hauptkategorien posttranslationaler Modifika-
tionen: 1) kovalente Modifikation einer nucleophilen Aminoséuresei-

tenkette durch ein elektrophiles Cosubstratfragment; 2) Spaltung des
Proteinriickgrats an einer spezifischen Peptidbindung.
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aufteilen (Schema 1). Die erste Kategorie umfasst enzymka-
talysierte kovalente Additionen chemischer Gruppen, meis-
tens eines elektrophilen Cosubstratfragments, an eine Sei-
tenkette des Proteins. Die zu modifizierende Seitenkette ist
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normalerweise elektronenreich
und nimmt die Rolle des Nucleo-
phils ein. Die zweite Kategorie
umfasst kovalente Spaltungen des
Peptidriickgrats, die entweder
durch eine Protease oder, seltener,
autokatalytisch durch das Protein
selbst vermittelt werden. Kern-
strategie zur Regulation von Zu-
sammensetzung und Funktion des
Proteoms ist dabei die limitierte
Proteolyse; hierdurch  werden
Zielort, Aktivitdt und die Lebens-
dauer eines jeden Proteins im
intra- und extrazelluldren Milieu
festgeschrieben.

Abgesehen von dieser iiberge-
ordneten Einteilung konnen die
kovalenten Proteinmodifikationen
nach verschiedenen Aspekten
klassifiziert werden. Ein Kriterium
ist die Identitdt der zu modifizie-
renden Seitenkette; fiinfzehn der
zwanzig proteinogenen Standard-
aminosduren werden durch Sei-
tenkettenmodifikation  diversifi-
ziert (Tabelle 1). Eine andere Form
der Einteilung richtet sich nach
dem Cosubstrat- oder Coenzym-
fragment, das enzymatisch an das
Protein gekuppelt wird, und der
daraus hervorgehenden Art der
chemischen Modifikation. Eigene
Rubriken bilden unter anderem
die S-Adenosylmethionin(SAM)-
abhingige Methylierung, ATP-ab-
héngige Phosphorylierung, Acetyl-
CoA-abhingige Acetylierung,
NAD-abhingige ADP-Ribosylie-
rung, CoASH-abhingige Phos-
phopantetheinylierung und die
Phosphoadenosinphosphosulfat-
(PAPS)-abhingige Sulfurylierung.
Ein drittes Kategorisierungssche-

C.T. Walsh et al.

Tabelle 1: Posttranslationale Proteinmodifikationen durch Modifikation der Seitenketten.

Aminosiurerest Reaktion

Beispiel

Asp Phosphorylierung

Isomerisierung zu isoAsp

Glu Methylierung
Carboxylierung
Polyglycinierung
Polyglutamylierung

Ser Phosphorylierung
O-Glycosylierung
Phosphopantetheinylierung
Selbstspaltungen

Thr Phosphorylierung
O-Glycosylierung
Tyr Phosphorylierung

Sulfatierung
ortho-Nitrierung
TOPA-Chinon

His Phosphorylierung

Aminocarboxypropylierung
N-Methylierung

Lys N-Methylierung
N-Acylierung durch Acetyl-,
Biotinyl-, Lipoyl-, Ubiquityl-
gruppen
C-Hydroxylierung

Cys S-Hydroxylierung (S-OH)
Bildung von Disulfidbindungen
Phosphorylierung
S-Acylierung
S-Prenylierung
Proteinspleifien

Met Oxidation zu Sulfoxid

Arg N-Methylierung
N-ADP-Ribosylierung

Asn N-Glycosylierung

N-ADP-Ribosylierung
Proteinspleifien

GIn Transglutaminierung
Trp C-Mannosylierung
Pro C-Hydroxylierung
Gly C-Hydroxylierung

Proteintyrosinphosphatasen; Antwortregulatoren in
Zweikomponentensystemen

Chemotaxis-Rezeptorproteine

Gla-Reste bei der Blutkoagulation

Tubulin

Tubulin
Proteinserinkinasen/-phosphatasen
O-Glycosylierung des Notch-Rezeptors
Fettsauresynthase

Bildung von Pyruvamid-Enzymen
Proteinthreoninkinasen und -phosphatasen

Tyrosinkinasen und -phosphatasen

Reifung des CCR5-Rezeptors
Enziindungsreaktionen

Reifung der Aminoxidase

Sensorproteinkinasen in regulatorischen Zweikom-
ponentensystemen

Bildung von Diphthamid

Methyl-CoM-Reduktase

Methylierung von Histon

Acetylierung von Histon, prosthetische Gruppen am
Schwingarm, Ubiquitin, Proteinmarkierung durch
kleine Ubiquitin-dhnliche Marker (SUMOs)
Reifung von Collagen

Sulfenatzwischenstufen

Proteine in oxidierenden Umgebungen

PTPasen

Ras

Ras

Exzision von Intein

Met-Sulfoxidreduktase

Histone

GSc(

N-Glycoproteine

eEF-2

Stufe der Inteinexzision

Proteinvernetzung

Plasmamembranproteine

Collagen, HIF-1a

Bildung C-terminaler Amide

[a] Nicht bekannt sind Modifikationen an Leu, lle, Val, Ala, Phe. Eine ausfuhrlichere Liste findet sich in

Lit. [3].
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ma richtet sich nach den zusitzlichen Funktionen, die durch
eine kovalente Addition entstehen, z.B. erweiterte katalyti-
sche Aktivitdten von Enzymen, die mit Biotinyl-, Lipoyl- und
Phosphopantetheinylgruppen ausgestattet wurden, geénderte
subzelluldre Adressen von Proteinen mit den unterschied-
lichsten Lipidmodifikationen (Prenylierung, Palmitoylierung
oder Verkniipfung mit einem Glycosylphosphatidylinositol-
(GPI)-Anker) oder die Markierung von Proteinen durch
Ubiquitin, die den Transport zum Lysosom oder Proteasom
induziert.

2. Kovalente Addition: die Hauptdarsteller

Die fiinf am haufigsten vorkommenden kovalenten Ad-
ditionen sind Phosphorylierung, Acylierung, Alkylierung,
Glycosylierung und Oxidation (Schema 2). Die auf diese
Weise modifizierten Proteinprodukte bilden Untergruppen
des Proteoms eines Organismus: das Phosphoproteom, das
Acylproteom, das Alkylproteom, das Glycoproteom und das
oxidierte Proteom. Jedes dieser Subproteome kann wiederum
hoch divers sein.

2.1. Proteinphosphorylierung

Das Phosphoproteom von Sédugern enthélt Phospho-
Ser(pS)-, Phospho-Thr(pT)- und Phospho-Tyr(pY)-Reste in
einer Verteilung von ungefihr 90:10 (pS,pT:pY) (Abbil-
dung 1).¥) Bakterielle und pilzliche Phosphoproteome
konnen zusidtzlich pHis- und pAsp-Reste enthalten. Diese
stammen von Proteinen, die an Zweikomponenten-Signal-
transduktionskaskaden beteiligt sind.”) Das pathogene Bak-
terium Pseudomonas aeruginosa weist mehr als 60 solcher
Signalkaskaden auf.[®!

Die Proteinphosphorylierungen katalysierenden Enzyme
bilden eine der groften Klassen von PTM-Enzymen. Man
bezeichnet diese Superfamilie der Proteinkinasen als Kinom,
und allein das menschliche Kinom enthélt mehr als 500 Ver-
treter.’! Wenn jede dieser Proteinkinasen im Schnitt nur 20
verschiedene Proteinsubstrate (oder Aminosiurereste inner-
halb einer kleineren Proteinuntergruppe) phosphoryliert,
wiirden bereits 10000 unterschiedliche molekulare Formen
von Phosphoproteinen resultieren. Mit dieser Zahl wird
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Schema 2. Die funf Hauptklassen kovalenter Seitenkettenadditionen:
Phosphorylierung, Acetylierung, Alkylierung, Glycosylierung, Oxidie-
rung.
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Abbildung 1. Die phosphorylierten Formen von Aminoséureseitenket-
ten in Proteinen: Phospho-Ser (pS), Phospho-Thr (pT), Phospho-Tyr
(pY), Phospho-His (pHis), Phospho-Asp (pAsp).
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hochstwahrscheinlich die wahre GroB3e des Phosphoproteoms
von hoheren Eukaryoten noch erheblich unterschétzt. Zum
Beispiel wird die enzymatische Aktivitidt der Abl-Proteinki-
nase durch Phosphorylierung an bis zu elf Resten (Tyr, Thr,
Ser) moduliert (Abbildung 2).

Abbildung 2. Die Tyrosinkinase Abl enthilt elf Phosphorylierungsstel-
len an Ser-, Thr- und Tyr-Resten (farblich kenntlich gemacht von Rot
am N-Terminus nach Violett am C-Terminus). Diese und alle weiteren
dreidimensionalen Strukturdarstellungen in diesem Aufsatz wurden
mit MolScript'? erstellt.

Durch seine Ladung induziert das tetraedrische Phos-
phatdianion in der lokalen Mikroumgebung des Proteins
Konformationsinderungen,® und oft kommt es zu Paarungen
mit den kationischen Arg-Seitenketten (Abbildung 3).

Abbildung 3. Die Umwandlung einer neutralen OH-Seitenkette zur
dianionischen PO,* -Seitenkette fihrt zu einer gegabelten Wechselwir-
kung mit zwei kationischen Arg-Seitenketten. Hierdurch ergibt sich
eine Konformationsianderung, die Signaltransduktionen an Partnerpro-
teine oder kleine Molekiile ausl6st oder vermittelt. Dargestellt ist die
Wechselwirkung von pThr,s mit den Guanidiniumfunktionen von
Argso, Argipe und Args, im Cdk2-Protein.

www.angewandte.de
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Haufig gibt diese lokale Reorganisation von Proteindoménen
den Impuls zur Signaltransduktion, beispielsweise bei den
vier parallelen MAP-Kinase-Signalwegen von Eukaryoten
und bei der Aktivierung von Membranrezeptor-Tyrosinkina-
sen wihrend der Autophosphorylierung. Die enzymatische
Umwandlung einer neutralen OH-Seitenkette in ein Phos-
phat-Dianion hat sich als Konformationschalter zur Re-
strukturierung von Proteindoménen derart bewéhrt, dass sie
sich im Laufe der Evolution als ein Leitmotiv bei der eu-
karyotischen Proteomdiversifizierung manifestierte.

2.2. Proteinacylierung

Die héaufigsten posttranslationalen Acylierungen von
Proteinen resultieren in C,-Ketten (Acetylgruppen; z.B.
Acetylierung von Histon),”! C,-Ketten (Myristoylierung an
N-terminalen Glycinresten)!'” und C,-Ketten (S-palmitoy-
lierte Cys-Reste).l''l Die 8-kDa-Kette des kleinen Proteins
Ubiquitin'? enthilt einen Acylrest und wird enzymatisch
durch Ubiquitin-Ligasen tibertragen. Ob ein Protein mit einer
C,-, Cyy-, Ci¢- oder 8-kDa-Kette acyliert wird, hat hochst un-
terschiedliche biologische Konsequenzen.

2.2.1. &-N-Acetylierung von Lysin

Die mehrfache Acetylierung von Lysin-Resten in den N-
terminalen Enden von Histonen oder am C-Terminus des
p53-Transkriptionsfaktors!" sind offenbar wesentliche Pro-
zesse bei der Ausfithrung des epigenetischen Codes, der die
selektive Gentranskription steuert. Acetylgruppendonor ist
jeweils der Primédrmetabolit Acetyl-CoA. Spezifische Histon-
Acetyl-Transferase(HAT)-Isoenzyme unterscheiden zwi-
schen Kombinationen von &-NH,-Gruppen der Lys-Seiten-
ketten in den N-Termini von Histonen. Dies sind zwei Lys-
Reste im Histon H2A und jeweils vier in H2B, H3 und H4
(Abbildung 4). Da in den Nucleosomen jedes Histon in zwei
Kopien pro oktamerem Kern vorkommt, stehen potenziell
14 x2 =28 Lys-Seitenketten fiir die Acetylierung zur Verfii-
gung. Bei Hefe-Histonen wurden bis zu 13 Acetylierungs-
stellen ausgemacht,!! entsprechend einer fast 50-prozentigen
posttranslationalen Modifizierung. Die Kombinationsmog-

&

~
A

Abbildung 4. Insgesamt fiinfzehn Lys-Reste in den N-terminalen
Ketten von H2A, H2B, H3 und H4 fungieren als mégliche enzymati-
sche Acetylierungsstellen (durch Fihnchen markiert).

Angew. Chem. 2005, 117, 7508 — 7539
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lichkeiten fiir unterschiedlich acetylierte Histon-Enden in
Nucleosomen nehmen astronomische Ausmafie an.

Durch die Lys-Acetylierung werden potenziell kationi-
sche Seitenketten in neutrale Seitenketten umgewandelt,
wodurch sich die Ladungsverteilung dndert. Auch die N-
Acetyl-Lys-Gruppe wird von bestimmten Proteindoménen
spezifisch erkannt; dies sind die Bromodominen (Abbil-
dung 5), die in Transkriptionsfaktoren und assoziierten Pro-
teinen eingebettet sind. Der Acetylierungsstatus der Histon-
Enden kann das Andocken der Transkriptionsfaktoren re-
gulieren, welche die Initiierung der Gentranskription im von
Nucleosomen bedeckten Chromatinbereich steuern.™ In
Abschnitt 5 werden wir nidher darauf eingehen, wie am C-
Terminus des Transkriptionsfaktors pS3 fiinf Lysinreste ent-
weder acetyliert oder ubiquitiniert werden. Die Acetylierung
blockiert die Lysin-Seitenkette gegen Ubiquitinierung und
dient somit dazu, die biologische Halbwertszeit des p53-
Proteins zu verldngern.

2.2.2. N-Myristoylierung und S-Palmitoylierung

Die Myristoylierung von eukaryotischen Proteinen am N-
terminalen Glycinrest wird durch das PTM-Enzym N-Myri-
stoyltransferase katalysiert, das als Donorsubstrat das C,,-
Myristoyl-CoA nutzt.'™ Da die Proteinsyn-
these mit einem N-terminalen Methionin
startet, ist die Hydrolyse der Met;-Gly,-Bin-
dung durch eine Methioninaminopeptidase
eine Vorbedingung fiir die Myristoylierung
(Schema 3). Die neu geschaffene freie Ami-
nogruppe des jetzt N-terminalen Gly fungiert
als Nucleophil bei der Acylierung. Die ein-
gefithrte  hydrophobe C,,-Fettsdurekette
kann als lipophile Gruppe Proteine hin zu
Membrangrenzschichten dirigieren.'”? Die
Myristoylkette kann auferdem in zwei Zu-
standen vorliegen: vergraben in einer Prote-
infalte oder in einer fiir die Membraninser-
tion verfiigbaren Konformation.!'”l Beispiele
von N-myristoylierten Proteinen sind das
HIV-Gag-Protein und die Proteinkina-
se A7

Bei der Palmitoylierung von Proteinen
nutzt die PTM-Acyltransferase das mit der

a) S/CH3
H3N
(@]

N-Met4-Gly
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Abbildung 5. Der Acetylierungsstatus der N-terminalen Histonketten
kann Gber die Bindung von Partnerproteinen entscheiden und so die
Transkriptionsaktivitit eines Nucleosoms steuern. Dargestellt ist die
Wechselwirkung einer Acetyl-e-NH-Lys-Seitenkette an einem Peptid-
fragment von Histon H3 mit der Bromodomine des Coaktivator-
proteins.F?

S/CHs
H,O . (e}
—_— -
Methionin- Hsﬁ o * H3N\)k,ww
aminopeptidase o
2 N-Gly
(0]

N-Myristoyl- (¢]
transferase

~
CH3(CH2)11CH2 SCoA )J\
o ———™ CHj3(CH)11CHyz N/\n/mwm + CoASH
.. o
HQN\)J\,WV

N-Myristoyl-Gly-Protein

C,¢-Fettsdure konjugierte CoA als Donor,
allerdings wird die Acylgruppe hier ibli-
cherweise auf die Sulfhydryl-Seitenkette von
Cys-Resten und nicht auf den N-Terminus
von Proteinen iibertragen (Schema 3).!!
Eines der bekanntesten Beispiele ist die S-
Palmitoylierung von Cystein am C-Terminus
von Proteinen wie der Ras-GTPase. Die
Lipidierung der nucleophilen Thiolat-Sei-
tenketten ist die Voraussetzung dafiir, dass
Ras aus dem Cytoplasma zur Membran-
grenzschicht gelangen kann, wo es seine Sig-

g

/b
CH3(CHg)14™ ) SCoA OY(CH2)14CH3
S~ S
S-Palmitoyl-
transferase
N N + CoASH
(e] H o H

Schema 3. a) Durch die Spaltung der Met,-Gly,-Peptidbindung durch Methioninaminopeptidase
wird die NH,-Gruppe von Gly fiir die N-Myristoylierung durch die N-Myristoyltransferase mit Myri-
stoyl-CoA als Donor zuginglich gemacht. b) Palmitoyl-S-Proteintransferasen katalysieren den nuc-
leophilen Angriff der Thiolfunktion von Cys-Seitenketten auf Palmitoyl-CoA.

nalpartnerproteine trifft."” Wie in Abschnitt 5 erldutert wird,
ist die S-Palmitoylierung von Ras-Isoformen Teil einer Kas-
kade von reversiblen posttranslationalen Modifikationen, die

Angew. Chem. 2005, 117, 7508 — 7539
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bei der Reifung und der Membranverankerung von Ras eine
Rolle spielen.'" Als Proteinsubstrate fiir die S-Palmitoylie-
rung fungieren Transmembranrezeptoren wie die CD8a-Un-
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tereinheit und der Chemokinre-
zeptor CCR oder cytoplasmatische
Proteine wie die Tyrosinkinase
Lck.l

2.2.3. Mono- und Polyubiquitinierung
von Proteinen

Eine konsequente Fortsetzung
des posttranslationalen Transfers
von Acylketten niedrigen Mole-
kulargewichts (C,, C;, Cy) auf
Proteine ist die Acylierung der e-
Aminogruppe von Lysin mit dem
8-kDa-Protein Ubiquitin. Analog
wie der Acyl-CoA-Donor der
elektrophilen Acetyl-, Myristoyl-
und Palmitoylacetylgruppen muss
die C-terminale Carboxygruppe
des 76 Aminosdure langen Ubi-
quitins vor dem Acyltransfer akti-
viert werden. Das Prinzip der Ak-
tivierung ist mit dem Acylthioes-
tersystem vergleichbar, allerdings
verwenden die eukaryotischen
Zellen anstelle von Ubiquityl-CoA
Ubiquityl-S-Proteine als Dono-
ren.'*?) An der enzymatischen
Aktivierung sind zunidchst ein
Enzym 1 beteiligt (Schema 4), das
Ubiquityl-AMP erzeugt, sowie un-
gefahr ein Dutzend thiolhaltige
Enzyme 2 (eine Untergruppe der
Familie der Ubiquityl-S-Enzyme
2), die das nucleophile aktive
Zentrum zum Einfang der Ubi-
quityleinheit bereitstellen. Im All-
gemeinen Kkatalysiert ein dritter
Satz von Enzymen, die Ubiquitin-
Protein-Ligasen E3, den Transfer
der aktivierten Ubiquitinmarker
auf Lys-Seitenketten der Zielpro-
teine. Manche E3-Unterklassen
sind Mehrkomponentenkatalysa-
toren mit bis zu vier Untereinhei-
ten und erreichen so die erforder-
liche Selektivitét fiir ein bestimm-
tes Zielprotein.”!! In hoheren Eu-
karyoten gibt es mehrere hundert
Isoformen dieser E3-Ubiquitin-Li-
gasen, die eine sehr feine Unter-
scheidung zwischen vielen fiir die
Ubiquitinierung vorgesehenen
Zielproteinen ermoglichen.”

Anders als die kleinen Acyl-
gruppen, die in Abschnitt 2.2.2 be-

sprochen wurden, bietet die Ubiquitinacyl-Einheit eine in-
formationsreiche Struktur (Abbildung 6), die durch be-
stimmte Partnerproteine, welche die nachgelagerten biologi-
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Ub-S-E2
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protein ]
Ub-S-E2 protein

Schema 4. Aktivierung des C-Terminus von Ubiquitin (am Gly,) durch Enzym 1 (Bildung von Ub-
AMP) und anschlieRende Ubertragung eines Cys-Thiolats vom aktiven Zentrum eines Enzyms 2 (Bil-
dung von Ub-S-E2). Die Enzyme E3 fungieren als Chaperone zur Rekrutierung von spezifischen Pro-
teinen, die an einer Lys-Seitenkette ubiquitiniert werden.

a)

Transport zum Proteasom

Transport zum Proteasom
zur Proteolyse

zur Proteolyse

+(Ub)
Internalisierung von Membranproteinen
Transport zu endosomalen Kompartimenten

Aktivierung von DNA-Reparaturprozessen

Abbildung 6. a) Dreidimensionale Darstellung des 76 Aminosaure langen Ubiquitins: Die Lys,e, Lys,g-
und Lysg;-Seitenketten auf den Seitenflichen des Ubiquitins bieten unterschiedliche Oberflichen fiir die
Tandemkonjugation einer wachsenden Polyubiquitinkette. b) Struktur einer Tetraubiquitineinheit ent-
sprechend der Mindestkettenlinge, wie sie fiir den Transport von polyubiquitinierten Proteinen zum
Proteasom erforderlich ist.

schen Reaktionen steuern, ,,gelesen werden kann. Nach der
Zahl der am Protein angefiigten Ubiquitinmolekiile unter-
scheidet man zwei Arten der Ubiquitinierung: Monoubiqui-
tinierung und Polyubiquitinierung. Bei der Polyubiquitinie-
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rung werden Ketten aus Ubiquitinmolekiilen enzymatisch
erzeugt. Wie in Abbildung 6a dargestellt ist, weist das Ubi-
quitin unterschiedliche Oberfldchen mit exponierten Lysin-
Seitenketten auf. Jeder Lysin-Rest eines Ubiquitin-Mono-
mers kann tandemartig an das C-terminale Gly, des voran-
gegangenen Monomers angefiigt werden. In den meisten
Fillen scheinen die Polyubiquitinstriange iiber Lys, aufgebaut
zu werden, obwohl auch iiber Lysg; verkniipfte Ketten gut
bekannt sind.™ In Abbildung 6b ist die Struktur einer Ub,-
Kette dargestellt. Ungeklart ist, wie die E3-Ligasen in der
Zelle Ub,-Ketten von bis zu Ub,, an Proteine heften konnen.
Die durch Mono- und Polyubiquitinierung markierten
Proteine wechseln innerhalb der Zelle ihren Aufenthaltsort
und werden in den allermeisten Féllen einem proteolytischen
Abbau zugefiihrt, wobei die Mechanismen sehr verschieden
sein konnen. Die Monoubiquitinierung an einer Lys-e-NH,-
Funktion durch eine E3-Ubiquitin-Ligase kann die Verlage-
rung eines Transmembranrezeptor-
proteins von der Plasmamembran
zum Sortierapparat des Golgi-Netz-
werks einleiten.*?* Der informati-
onsreiche, kovalent gebundene Ub-
Marker wird durch eine Reihe von
Partnerproteinen erkannt, die mit
einer oder mehreren Varianten von
Ub-Bindungsdomidnen ausgestattet
sind. Die Partnerproteine konnen als
Chaperone fungieren und mehrere
Funktionen ausfithren: Internalisie-
rung der ubiquitinierten Rezeptoren,
Import in frithe Endosomen, Trans-
port zu Lysosomen zum hydrolyti-
schen Abbau durch lysosomale Pro-
teasen (Schema 5).*! Diese Reakti-
onswege sind Teil des homoostati-
schen Mechanismus zur Regulierung
der Dichte und Halbwertszeit von
Rezeptoren in der Plasmamembran.
Durch Polyubiquitinierung modi-
fizierte Proteine werden direkt den
Proteasen des Proteasoms zugefiihrt.
Die Tandemverkniipfung von vier
oder mehr Ubiquitinmolekiilen mit
einer Lys-Seitenkette erzeugt ein
strukturelles Signal, auf das Protein-
chaperone mit Ubiquitin-Bindungs-
doménen reagieren. Das Chaperon
eskortiert das markierte Protein zu
den Proteasomen,?”! wo die Chaperone abdissoziieren und
die Polyubiquitinkette hydrolytisch wieder entfernt wird
(moglicherweise wihrend der ATP-getriebenen Entfaltung
des Zielproteins) (Schema 6). AnschlieBend entfaltet das
Protein und wird in die Proteasomenkammer geschoben, wo
die aktiven Zentren der Proteaseuntereinheiten es zu kleinen
Peptiden abbauen. Die E1,E2,E3-Ubiquitin-Ligase-Maschi-
nerie steuert den charakteristischen zeitlichen Ablauf der
Proteinzerstorung (etwa von Cyclin-Untereinheiten der
Cyclin-abhingigen Proteinkinasen) im Zellzyklus.”*! Die
Aktivitdt der E3-Ligasen kann durch posttranslationale Zu-
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multivesikuldrer Kérper Lysosom

Schema 5. Erkennung der Ub-Struktur eines monoubiquitinierten Pro-
teins durch Partnerproteine/Chaperone mit einer oder mehreren Ubi-
quitin-Erkennungsdominen und Transport des Protein zum Sekreti-
onssystem.

stinde der Katalysatoren oder der Zielproteine, z.B. durch
spezifische Phosphorylierung von Ser- und Thr-Resten, ge-
steuert werden.

2.3. Proteinalkylierung

Alkylsubstituenten werden durch posttranslational mo-
difizierende Enzyme regiospezifisch an Proteine gekniipft.
Am hiufigsten iibertragen werden die Methylgruppe (C,),

z.B. bei der Histonmethylierung von Lys- und Arg-Seiten-
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Schema 6. Erkennung von Ub,-markierten Proteinen durch Chaperone und Transport zum Proteasom. Dort
wird die Isopeptidbindung zum Zielprotein hydrolysiert und der Ub,-Marker freigesetzt; das Zielprotein wird
entfaltet und in die Proteasomenkammer geschoben.
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ketten,® sowie die Farnesyl- und Geranylgeranylgruppen
(Cy5 bzw. Cy) (Schema 7). Sowohl die kleine C;-Gruppe als
auch die groBen hydrophoben C;s- und C,-Gruppen fiihren
zur Erhohung der Hydrophobie, allerdings in sehr unter-
schiedlichem Ausmaf.

i#%m

:

CH; .

FES e

Schema 7. Ubertragung von Alkylgruppen auf Proteinseitenketten: Am
haufigsten wird die Methylgruppe aus S-Adenosylmethionin (SAM) auf
Lys- und Arg-Seitenketten iibertragen (auch O-, S- und C-Methylierun-
gen sind bekannt); Proteinprenyltransferasen tibertragen Farnesyl-
(Gys) und Geranylgeranylgruppen (C,,) von entsprechenden Pre-
nyldiphosphaten auf Cys-Seitenketten.

2.3.1. N-Methylierung

Wihrend C-, O- und S-Methylierungen von Aminoséiu-
reseitenketten in Proteinen bereits gut untersucht sind,”! wird
die N-Methylierung von Lys- und Arg-Seitenketten derzeit
noch intensiv erforscht. Insbesondere interessiert man sich fiir
die N-Methylierung an Histon-Enden, die zugleich acetyliert
werden. Tatséchlich ergénzt
die posttranslationale kova-
lente N-Methylierung der
Histon-Enden die Acetylie-
rung bei der Histoncodie-
rung (Abbildung 7). Zum §
Beispiel werden sieben der
ersten 36 Aminosduren von
H3 (Argy1726 und Lys,gz736) Lys
durch eine Familie von
Histon-Methyltransferasen
methyliert,”? von denen
einige aminosdurespezifisch

NH,
tatsebene wird dadurch er- /d;
methyliert werden konnen

sind. Die néchst hohere In- +
formations- und Komplexi- HZN
reicht, dass Lys-e-NH,-
Gruppen stufenweise ein-
fach, zweifach oder dreifach
(Schema 8). Auch in diesem Arg
Fall fithren unterschiedliche
Methyltransferasen zu spezi-
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Abbildung 7. N-Methylierungen am Histon H3 kénnen an Arg,,;, und
Lys, 02736 auftreten. Lys,s und Lys,; kénnen acetyliert, Ser;, und Sery
phosphoryliert werden.

fischen Verteilungen. Analog dazu beobachtet man sowohl
Monomethyl- als auch Dimethyl-Arg-Reste. Die Grofen-
und Hydrophobieunterschiede der Monomethyl- und Trime-
thylsubstituenten an der Lys-Seitenkette erméglichen eine
selektive Erkennung von an der Transkriptionssteuerung
beteiligten Proteinen. Beispielsweise erkennt Trimethyl-Lys,
in H3 sein Partnerprotein HP1 durch Bindung an dessen
Chromodomine (Abbildung 8); dieser Prozess ist Teil der
Komplexbildung von Transkriptionsfaktoren und Coaktiva-
torproteinen.['*37

N-Acetylierungen und N-Methylierungen von Seitenket-
ten in Histon-Enden konnen auf die Transkriptionsrepression
und -aktivierung von Genen gegenteilige Effekte ausiiben.
Das Histon H3 ist nur eines von vier, jeweils als Dimer vor-
kommenden Histonen im Nucleosomenkern. Aus den mog-

CH
HaC- n N c:H3
N-Me-Lys NN-Me,-Lys N,N,N-Me,-Lys
+ CHs i L")H;,
H N NH H N
2 2 CH3
N-Me-Arg N,N-Me,-Arg

Schema 8. Die N-terminalen Histonketten werden nacheinander an den Lys-Seitenketten mono-, di- und tri-
methyliert und an den Arg-Seitenketten mono- und dimethyliert. SAH = S-Adenosylhomocystein.
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Abbildung 8. N,N,N-Trimethyl-Lys, von H3 bindet als Ligand an die
Chromodomine des HP1-Proteins.

lichen vier Acetylierungen und sieben Methylierungen erge-
ben sich allein fiir H3 bereits 11 x 2 =22 Titrationsstellen fiir
die transkriptionell wirkenden Coaktivator- und Corepressor-
Komplexe.

2.3.2. S-Prenylierung

Die C;s-Farnesyl- und C,-Geranylgeranyl-Lipidgruppen
werden aus Cs-Isoprenyldiphosphaten als Primdrmetaboliten
durch iterative Alkylverldngerung durch C-C-verkniipfende
Enzyme aufgebaut.”® Die Farnesyl- und Geranylgeranyldi-
phosphate kénnen eine weitere Isoprenverldngerung einge-
hen (z.B. bei der C;s-Dimerisierung zu Squalen bei der
Cholesterin-Biosynthese) oder in der
posttranslationalen Proteinprenylie-
rung als Alkyldonoren fungieren
(Schema 9).* Bei einigen der Pro-
tein-Farnesyltransferasen und Prote-
in-Geranylgeranyltransferasen han-
delt es sich um a,-Heterodimere mit
gemeinsamer o-Untereinheit. Be-
stimmte Vertreter der Ras-GTPase-
Uberfamilie kénnen an der Thiol-
funktion der  Cys-Seitenketten
prenyliert werden, einige mit der C;s-,
andere mit der C,-Prenylkette.
Proteine der Ras-Familie mit einem
CaaX-Motiv (X ist eine kleine Ami-
nosdure wie Ala oder Ser) am C-
Terminus werden typischerweise far-
nesyliert. Im Falle von X =Leu (wie
bei der Rac- und der RhoA-GTPase)
wird hingegen der Cys-Rest (C) ge-
ranylgeranyliert (Schema 10a). Die
Rab-Proteine, eine GTPase-Unterfa-
milie mit mehr als 60 Mitgliedern,
weisen zwei Cysteine am oder nahe
dem C-Terminus auf, die beispiels-
weise als CCXX vorliegen konnen.

X
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Beide Cysteine werden posttranslational geranylgeranyliert
(Schema 10b), sodass zwei C,y-Lipidanker eingefiihrt
werden.® Die Rab-Proteine zirkulieren zwischen den
Membranvesikeln des Sekretionssystems, wobei sie von Es-
kortproteinen begleitet werden.[**

Manche Proteine werden sowohl N- als auch S-acyliert
und in diversen Kombination auch S-prenyliert. Aufgabe der
Lipidanker ist es immer, die modifizierten Proteine hin zur
Membran zu dirigieren und so ihre subzelluldiren Aufent-
haltsorte zu kontrollieren.

2.4. Proteinglycosylierung

Die kovalente Glycosylierung von Proteinen ist bei Pro-
karyoten relativ selten, kommt bei Eukaryoten aber hiufig
vor. Bekannt sind C-, O- und N-Glycosylierungen, wobei die
C-Glycosylierung, speziell die Mannosylierung am C2 des
Indolrings von Tryptophan,®® recht selten auftritt.

2.4.1. N-Glycosylierung

Unter den eukaryotischen Proteinen sind die N-Glyco-
proteine weiter verbreitet als die O-Glycoproteine und haben
normalerweise auch eine komplexere Struktur.*”) N-Glyco-
proteine enthalten eine Glycan-Verzweigungseinheit, die
durch eine Reihe von membranassoziierten Glycosyltranfe-
rasen im endoplasmatischen Retikulum (ER) auf einer
Lipiddiphosphatplattform vorgefertigt wird."”! Diese vorge-
fertigte N-Glycaneinheit, das Tetradecasaccharyl-PP-doli-
chol, ist ein Substrat der mehrere Untereinheiten umfassen-
den Oligosaccharyltransferase (Schema 11).*!! Die Seiten-
kettenatome, die bei der Biogenese der N-Glycoproteine

Chemie
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Schema 9. Mechanismus der S-Isoprenylierung an der Cys-Seitenkette durch Proteinprenyltransferasen.
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Derivate von Bis(geranylgeranyl)-S-Rab

Schema 10. Prenylierung am C-Terminus der Uberfamilie der Ras-Proteine: a) Farnesylierung des C-Terminus von Ras an CaaX (X=Ala, Ser).
Geranylgeranylierung von Rac an CaaX (X=Leu). b) Doppelte Geranylgeranylierung des CC-Carboxyterminus von Rab-Proteinen.

modifiziert werden, sind die Carboxamid-Stickstoffe von
Asn, meistens in der Sequenz Ser/Thr-X-Asn. Durch die
Modifikation erhoht sich vermutlich die schwache Nucleo-
philie der CONH,-Gruppe in Asn durch Bildung von Was-
serstoffbriicken zu Ser/Thr-OH;; allerdings ist der einleitende
Schritt der Glycaniibertragung noch kaum verstanden.

An dem im ersten Schritt angefiigten Tetradecasaccha-
ridstrang Glc;Many(GlcNAc), laufen mehrere bemerkens-
werte enzymatisch-hydrolytische Schneide- und Wiederauf-
bauprozesse ab, die die Zusammensetzung der N-Glycan-
ketten massiv verdndern (Schema 12). Die ersten hydrolyti-

on WU
o -
2o \n/\u)k[
oM $ o

H,C" YOH

H OH
OH S NH,
o Q
HOHO HO 0.
Q
[} oH OH OH
HO: -0, Q Q
a1 HO™J) o o5
NH NH
OH Q
o [¢ o=§
. = D
o= { Ho o
0=P—0"
HO HO 0 &
“ OH 7
HO: o o:e—o-
O 9
o \IQ Dolichol
© -OH
HO’ HO,

schen Enzyme sind zwei Glucosidasen im ER-Lumen, die mit
dem Dodecasaccharid GlcMang(GlcNAc), verkniipfte Pro-
teine erzeugen. Diese sind Liganden der Chaperone Calnexin
und Calreticulin, die die Dodecasaccharid-Kette erkennen
und die Riickfaltung der naszierenden, gerade aus der ER-
Membran in das Lumen gelangten Glycoproteine unterstiit-
zen. Nach Hydrolyse des verbliebenen Glc-Restes durch die
ER-Glucosidase verlieren die Chaperone ihre Affinitdt zu
den Undecasaccharid-N-Proteinen. Eine Glycoprotein-Glu-
cosyltransferase kann den Glc-Rest wieder zuriick auf das
Undecasaccharid {ibertragen,'*? sodass es zu einer erneuten

(o} [o]

N “
OH OH \I(])/\H)KE
O; HC™ OH
Gle,Mang Q o/&/w
HO! HO:
NH NH
O=< o=§

OSTase

Dolichol-P,0,*

Dolichol, n=21-25

Schema 11. Das verzweigte Tetradecasaccharyl-PP ist Donorsubstrat bei der N-Glycosylierung einer Asn-Seitenkette durch die Oligosaccharyltrans-
ferase. Dieser Glycosylierungsschritt initiiert simtliche Glycoproteinmodifikationen.
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Schema 12. Abfolge von Schneideprozessen, die die urspriingliche N-verkniipfte Glc;Mang(GlcNAc),-Glycankette zu Mang(GlcNAc), (im ER) und
anschlieBend zum Pentasaccharidkern Man;(GlcNAc), (im Golgi-Komplex) abbauen. Dieser wird dann wieder zu den reifen N-Glycanketten aufge-
baut, die in den Glycoproteinen nach Passieren des Sekretionssystems gefunden werden.

chaperonunterstiitzten Riickfaltung kommen kann. Dieser
wiederholte Prozess gewéhrleistet eine Qualitédtskontrolle fiir
die Glycoproteinsekretion. Falls das Glycoprotein nach
mehreren Runden der Deglucosylierung/Reglucosylierung
nicht riickgefaltet werden kann, wird es zuriick ins Cyto-
plasma exportiert. Dort wird das entfaltete Protein polyubi-
quitiniert und im Rahmen des ER-beschleunigten Qualitéts-
kontrollsystems proteasomvermittelt durch eine E3-Ligase
abgebaut (Schema 13).1

Many(GlcNAc),-N-Glycoproteine mit korrekter Faltung
werden in den Golgi-Apparat eingeschleust, wo Mannosi-
dasen hydrolytisch sechs Mannosereste entfernen. Der re-
sultierende Pentasaccharid-Kern Man;(GlcNAc), kommt bei
allen reifen N-Glycoproteinen vor. An dieser Stelle wird der
verzweigte Oligosaccharid-Kern wieder zu zwei- und drei-
fingrigen Oligosacchariden aufgebaut, die charakteristisch fiir
die reifen N-Glycoproteine auf der Zelloberfliche sind.*!
Aufgrund der Vielzahl an Golgi-Glycosyltransferasen ent-
steht eine enorme Vielfalt an reifen N-Glycanketten.

In einem Protein konnen auch mehrere Asn-Reste gly-
cosyliert werden, wobei der Aufbau der Glycan-Ketten von
der stochastischen Verteilung von mindestens zehn Schneide-
und Wiederaufbauereignissen wihrend der Passage durch das
ER- und die Golgi-Kompartimente abhingt.*'*! Schit-
zungsweise wird jedes Protein, das in die eukaryotischen Se-
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Schema 13. Zyklischer Ab- und Aufbau der Oligosaccharidkette von
GlcMang(GlcNAc),-Asn zu Mang(GlcNAc),-Asn und zurtick durch Glu-
cosidase bzw. Glycoproteinglucosyltransferase. Die Glc enthaltende
Oligosaccharidkette wird durch die Chaperonproteine Calreticulin und
Calnexin erkannt. Diese unterstiitzen die naszierenden N-Glycoprotei-
ne bei der Riickfaltung, nachdem sie glycosyliert und cotranslational in
das ER-Lumen freigesetzt worden sind. Der Glucosylierungszyklus ist
Teil des Qualitatskontrollsystems fiir Proteine, die in das ER sekretiert
werden.

www.angewandte.de

Chemie

7519


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

7520

kretionswege eintritt, N-glycosyliert, sodass letztlich zehn-
tausende Glycoproteinvarianten in Eukaryotenzellen vorlie-
gen konnen. Zum Beispiel wurde von 52 Glycoformen des

Prionproteins berichtet.**+

2.4.2. O-Glycosylierung

Im Allgemeinen sind die O-Glycosylketten bei eukary-
otischen Proteinen kiirzer und weniger komplex als die der N-
Glycoproteine. Viele Proteine enthalten das Monosaccharid
GIcNAc, " das durch eine spezifische O-GIcNAc-Transferase
angehidngt und durch eine zugehorige Hydrolase wieder
entfernt wird. Andere Proteine, etwa das Signalprotein
Notch, enthalten Tri- und Tetrasaccharide in ihren EGF-
Doménen (Abbildung 9).*"! Die O-Glycosylierung ist eine

GIcNAc
NH

e

o}
R=H, CH,

OH oH

> %&
HO HNW

NeuNAc

we

Abbildung 9. Das Tetrasaccharid Sialyl-a-2,3-Gal-x-1,4-GlcNAc-f3-1,3-Fu-
cosyl-Ser ist mit dem Notch-Protein wihrend dessen Transport durch
die Sekretionskompartimente in Richtung Zelloberfliche verkniipft.

entscheidende Stufe im Reifungsprozesses des Notch-Prote-
ins wihrend dessen Passage durch den Sekretionsweg an die
Zelloberflache. In vielen funktionalen Zusammenhéngen
spielen die kurzen O-verbriickten Zuckerketten eine wichtige
Rolle, z.B. bei der Modulierung der Aktivitit des Transkrip-
tionsfaktors“”) oder als entscheidende Erkennungselemente
fiir die Notch-Signalgebung an der Zelloberfléiche.”**!]

2.5. Bildung von S-S-Bindungen

Man unterscheidet zwei Hauptbindungsarten, durch die
Proteine oder Teile von Proteinen kovalent verkniipft
werden. Der bei weitem haufigste Typ sind Disulfidbriicken,
die durch Oxidation der Thiol-Seitenkette von Cysteinresten
gebildet werden.”>%! Die eukaryotischen Zellkompartimente
sowohl des Cytoplasmas als auch des Kerns stellen eine re-
duzierende Mikroumgebung bereit, was sich in einem 100:1-
Verhiltnis von reduziertem (GSH) und oxidiertem Protein
(GSSH) widerspiegelt.”” Dieses hohe Verhiltnis zugunsten
der reduzierten Proteinformen wird durch hohe Konzentra-
tionen von NAD(P)H und Enzymen wie der Glutathion- und
Thioredoxin-Reduktase aufrechterhalten;®! diese Enzyme
nutzen das Reduktionspotential von NAD(P)H, um Disul-
fidbriicken in oxidierten Proteinen wieder zu reduzieren
(Schema 14 a). Wiéhrend die Proteine den Sekretionsweg in
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Schema 14. Oxidation der Thiolseitenketten von Cysteinresten: a) Oxi-
dation von Dithiolgruppen zu Disulfiden (z.B. tber Sulfensiurezwi-
schenstufen) und reversible Reduktion zuriick zu den Dithiolen durch
die Glutathion-Reduktase; b) Oxidation von Cys-S™-Seitenketten zu S-
Nitrosyl-Cys durch Stickstoffmonoxid (‘NO).

einer Eukaryotenzelle durchlaufen, sinken die Konzentrati-
onsniveaus von Gesamt-Glutathion und reduziertem Nico-
tinamid, sodass die Kompartimente zunehmend stérker oxi-
dierend werden und die Disulfidbriicken allmihlich iiber-
wiegen. Wenn die Proteine die duflere Zelloberfldche errei-
chen oder in den Extrazellularraum ausgestolen werden,
stabilisieren die Disulfidbindungen die Proteinarchitektur.
Ein Beispiel dafiir sind Bauchspeicheldriisen-Proteasen, die
in ihrer Zymogenform Disulfidbriicken bilden, wenn sie in die
oxidierende Mikroumgebung der Zymogengranula gebracht
werden.

Die Oxidation von Dithiolfunktionen zu Disulfiden in
Proteinen verlduft typischerweise iiber die Oxidation einer
elektronenreichen Thiol-Seitenkette eines Cysteinrestes.
Eine Einelektronenoxidation brédchte dabei Thiylradikale
hervor, die zu den Disulfiden dimerisieren wiirden. Ande-
rerseits kann die Thiolfunktion durch eine Reihe von Sauer-
stoff-Oxidantien oxidiert werden (Peroxide, Hydroxylradi-
kale), wodurch zunichst Sulfensiure(SOH)-Seitenketten
entstehen. Ein benachbartes Cys-S™ kann anschlieend das
Sulfenat abfangen und so das Disulfid erzeugen. Die Di-
thiolformen werden regeneriert, indem reduziertes Gluta-
thion oder Thioredoxin (TSH, ein Dithiolprotein von nied-
rigem Molekulargewicht) den Thiol-Disulfid-Austausch ver-
mitteln. Die oxidierten TSST- oder GSSG-Formen werden
durch Thioredoxin- bzw. Glutathion-Reduktase unter Auf-
wand einer NADPH-Oxidation wieder in ihre urspriingliche
Form zurtickgefiihrt.

Die elektronenreichen Thiolate und Thiylradikale konnen
durch andere Oxidantien und Radikale, z. B. ‘N O, abgefangen
werden. S-Nitrosylierungen der Thiolat-Seitenketten von
Cysteinresten mit radikalischen Stickstoffoxidderivaten sind
fiir viele Proteine dokumentiert (Schema 14b). Cys-SNO-
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Einheiten sind vermutlich in oxidativen Signaliibertragungs-
wegen weit verbreitet.>”)

Die zweite posttranslational modifizierende Verkniip-
fungsstrategie verlduft nichtoxidativ und beruht auf der ka-
talytischen Wirkung einer Transglutaminase, die zunéchst
Glutamin-Seitenketten von Substratproteinen zu Acyl-S-
Transaminase-Zwischenstufen desaminiert. Diese Zwischen-
stufen werden dann von Lys-e-NH, abgefangen, sodass formal
eine Transamidierung resultiert (Schema 15).5%>7

(o] NH; -
S A,
e N
H 0
Gin

\ fﬂHz
Lys

=X
i

Enz e
_A»

o]
Acyl-S-Transaminase- ((H-FSoRm transamidiertes
Intermediat \ Produkt

Schema 15. Nichtoxidative Proteinverkniipfung durch Transglutamina-
sen. Die Amidgruppe der Gln-Seitenkette wird durch die e-NH-Gruppe
des Lysins ersetzt, sodass eine Glu-g-Lys-Verkniipfung entsteht.

3. Kovalente Addition: die Nebenrollen

Die in Abschnitt 2 erlduterten fiinf Arten von posttrans-
lationaler Modifikation kommen sehr hiufig vor und sind gut
charakterisiert. Daneben gibt es aber noch viele weitere
Klassen von enzymatischen Proteinmodifikationen, die zur
Erweiterung der Stoffwechsel- und Signalisierungskapazité-
ten genutzt werden.

3.1. Hydroxylierung von Proteinen

Eine weitere Kategorie posttranslationaler Proteinoxida-
tionen ist die enzymatische Hydroxylierung. Hydroxylierun-
gen von Proteinen kommen bei Aminoacyl-Seitenketten an
nichtnucleophilen Positionen vor, z.B. werden im Collagen
Pro-Gly und Lys-Gly zu 3-OH-Pro, 4-OH-Pro und 5-OH-Lys
hydroxyliert (Abbildung 10). Die Hydroxylierungen sind
Schliisselmodifikationen bei der Reifung der Collagenfa-
ser.”® Nach Einfiihrung der OH-Gruppe werden einige der 5-
OH-Lys-Reste gemeinsam unter Bildung einer O-Disaccha-
rid-Verkniipfung glycosyliert. Die Modifikation zu 4-Hydro-
xyprolin, die zehnfach héufiger auftritt als die Hydroxylie-
rung am C3, ist an der Dreifachhelixstruktur des Collagens
beteiligt, wobei die 4-OH-Gruppe jeweils aus der Helix her-
ausragt.

Von einigen wenigen Proteinen ist bekannt, dass die CH,-
Gruppe von Asn zu CH-OH umgewandelt wird (zu 3-OH-
Asn, Abbildung 10), z.B. beim Transkriptionsfaktor HIF
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Abbildung 10. Durch Fe'-abhingige Monooxygenasen posttranslational
hydroxylierte Aminoséaurereste: 3-OH-Pro, 4-OH-Pro, 5-OH-Lys, 3-OH-
Asn.

(Hypoxia Inducible Factor).” Die HIF-Transkription wird
bei niedrigen O,-Partialdriicken ausgelost und induziert
wiederum die Transkription von Hunderten von Genen ein-
schlieBlich des Gens fiir Erythropoietin, das die verstirkte
Bildung von roten Blutkodrperchen fiir erhohten O,-Transport
zu hypoxischen Geweben bewirkt.

Bei der posttranslationalen Hydroxylierung der HIF-1o-
Untereinheit des HIFaf-Heterodimers modifiziert eine der
Hydroxylasen spezifisch zwei Pro-Reste zu 4-OH-Pro,®
wihrend die andere einen bestimmten Asn-Rest angreift und
zu 3-OH-Asn hydroxyliert.®] Diese Hydroxylierungen fun-
gieren als adaptive Prozesse in der Sauerstoffmesskaskade in
Siugergewebe (Schema 16).[” Die Lebensdauer der HIF-1a-
Untereinheit in der Zelle wird durch das Ubiquitinsystem
gesteuert. Die Polyubiquitinierung von HIF-1a wird durch
eine spezielle E3-Ligase, das Von-Hippel-Lindau(VHL)-
Protein, ausgefiihrt.”>*! Die Affinitit des VHL-Proteins wird
durch den Hydroxylierungsstatus von Pro,, und Pros, in
HIF-10 gesteuert.!! Bei geringem O,-Partialdruck in der
Zelle ist die Pro-Hydroxylase nicht mit ihrem Substrat O,
gesittigt und hat eine geringe Aktivitit. Bei hohem pO, ist die
Hydroxylase aktiv und iiberfiihrt die beiden Pro-Reste in 4-
OH-Pro-Reste. Die Hydroxy-Seitenkette von HO-Prosg, im
modifizierten HIF-la bewirkt eine ungefdhr tausendfach
starkere Bindung zur VHL-Ligase als nichtmodifiziertes HIF-
10.% Durch diesen Mechanismus werden die hydroxylierten
HIF-1oa-Formen selektiv polyubiquitiniert, sodass sie bei
hohem pO, proteasomvermittelt abgebaut werden, bei nied-
rigem Partialdruck aber persistent bleiben. Diese hohere
Persistenz fiihrt zu einer lingeren Lebensdauer des HIFaf3-
Heterodimers und léingeren Aktivierung der fiir Hypoxien
charakteristischen Transkription.

Die hier beschriebenen Proteinhydroxylasen gehoren zur
Familie der Nichthim-Fe"™-Monooxygenasen, die zwei His-
und eine Asp-Seitenkette aufweisen, mit denen sie drei der
sechs Koordinationsstellen fiir das Fe" bereitstellen
(Schema 17).1°! Zwei weitere Koordinationsstellen werden
durch das Cosubstrat a-Ketoglutarat (a-KG), und die sechste
durch O, belegt. Sind sowohl O, als auch a-KG gebunden,
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Schema 16. a) Hydroxylierung von Pro- und Asn-Resten in der HIF-Ta-
Untereinheit; b) Wechselwirkung der HO-Prosg,-Seitenkette im durch
die E3-Ligase polyubiquitinierten HIF.
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Schema 17. Mechanismus der Proteinhydroxylierung durch die Nichthdm-Fe'-Mo-

nooxygenasen. Im aktiven Zentrum wird Fe" durch drei Reste des Proteins koordi-

niert (2 His, 1Asp). Die anschliefende Koordination durch a-Ketoglutarat und O,
resultiert in einer Disauerstoffspaltung und der Bildung einer hoch oxidierten
Fe=0-Spezies. Dieser Eisenkomplex spaltet die nichtaktivierte C-H-Bindung des
Substrats, wodurch Succinat und das hydroxylierte Produkt freigesetzt werden.
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wird die organische Disédure oxidativ zu Succinat decarboxy-
liert. Dabei wird O, so gespalten, dass ein Atom im Succinat
verbleibt und das andere am Eisen als hoch oxidiertes Fe''=
koordiniert. Die Oxidationskraft dieses hoch oxidierten
Oxoeisenkomplexes reicht aus, um die nichtaktivierten C-H-
Bindungen an den C3- und C4-Positionen von Pro, am C5 von
Lys und am C3 von Asn zu spalten und auf diese Weise
kurzlebige ‘CH-Radikalspezies sowie Fe™-OH zu erzeugen.
Der OH*-Transfer von Fe™-OH auf das Kohlenstoffradikal
resultiert in den hydroxylierten Proteinseitenketten. Hin-
sichtlich ihrer Polaritdt unterscheiden sich diese Seitenket-
tenhydroxylierungen relativ stark von den meisten anderen in
diesem Aufsatz behandelten posttranslationalen Modifika-
tionen. Die modifizierten Aminosédureseitenketten sind nicht
elektronenreich oder nucleophil. Stattdessen erzeugt das Ei-
senenzym ein starkes Oxidationsmittel und fithrt homolyti-
sche Spaltungen von nichtaktivierten C-H-Bindungen regio-
und stereospezifisch aus.

3.2. Schwefeliibertragung auf Proteine

Phosphorgruppen sind nicht die einzigen anorganischen
Gruppen, die auf Proteinseitenketten iibertragen werden.
Auch die SO; -Gruppe wird — durch Phosphoadenosinphos-
phosulfat (PAPS) —z. B. auf Tyrosin-Seitenketten in Proteinen
iibertragen.™! PAPS iibertriigt generell aktivierte Sulfuryl-
(SO;7)-Gruppen auf nucleophile Zentren sowohl in kleineren
Molekiilen (z. B. Oligosacchariden wie Heparin®®”') als auch in
Proteinen und Proteoglycanen. Der CCR5-Rezeptor wird im
Golgi-Komplex auf seinem Weg zur Plasmamembran, wo er
an der extrazelluldren Oberfldche préasentiert wird, an vier N-
terminalen Tyrosinresten jeweils enzymatisch mit einer Sul-
furylgruppe versehen (Schema 18).¥! Dieser anionische Tyr-
OSO; -Cluster ist fiir die Erkennung durch den CCR5-Che-
mokin-Liganden wichtig.

Sobald die sulfatierten Molekiile internalisiert sind, wird
die Sulfatesterbindung durch Sulfatasen im Sektretionskom-
partiment, vor allem in Lysosomen, enzymatisch hydroly-
siert.[7! Die Sulfatasen, die als Abbauenzyme fiir Arylsul-
fatestersubstrate bekannt sind, liegen ihrerseits inaktiv als
Proenzyme vor, bis sie posttranslational aktiviert werden.
Diese Aktivierung umfasst die oxidative Umwandlung eines
Cysteinrests im aktiven Zentrum zum Aldehyd in Form des
Formylglycins (Fgly)."” Nach dieser Umwandlung eines
nucleophilen Thiolats in ein elektrophiles Carbonyl nimmt
Fgly ein Hydratisierungsgleichgewicht zwischen seiner Al-
dehyd- und  Aldehydhydrat-Form  (gem-Diol) ein
(Schema 19). Die hydratisierte Form im aktiven Zentrum der
Sulfatase initiiert den kovalenten Angriff auf das Substrat, die
an das Protein gebundene Sulfatgruppe. Ergebnis ist die
Spaltung der O-SO; -Bindung.

3.3. Proteinmodifikationen durch bakterielle Toxine
Bakterien, die eukaryotische Zellen befallen, sekretieren
ein Komplement von Proteinen in die Wirtzelle und schwé-

chen so deren Abwehrmechanismen. Unter diesen Virulenz-
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Schema 18. Ubertragung von vier SO, -Gruppen aus PAPS an den Phenolsauerstoff von vier im N-terminalen Bereich des CCR5-Rezeptors lokali-
sierten Tyr-Seitenketten, wihrend dieser die Sekretionskompartimente in Richtung Zelloberfliche passiert.
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Schema 19. Die oxidative Umwandlung eines im aktiven Zentrum loka-
lisierten Cys-S™ zur Aldehydform FormylGly (Fgly) tiberfiihrt inaktive
Sulfatasevorstufen in enzymatisch aktive Formen. Durch Hydratisie-
rung der Fgly-Seitenkette entsteht das gem-Diol, das als aktives Nuc-
leophil den Schwefel im Substrat Ar-OSO;™ angreift und so die Spal-
tung der O-SO;™-Bindung einleitet.
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faktoren kommen drei Enzymtypen vor, die posttranslatio-
nale Modifikationen katalysieren: ADP-Ribosylierung, Glu-
cosylierung und Desamidierung von Wirtproteinen.”!

3.3.1. ADP-Ribosylierung

Finige der bekanntesten bakteriellen Exotoxine, darunter
das Choleratoxin, das Diphterietoxin, das Keuchhustentoxin
und das Botulismustoxin,™ sind ADP-Ribosyltransferasen.
Als Donorsubstrat fiir die ADP-Riboseeinheit fungiert das
leicht zugingliche Coenzym NAD. Die positiv geladene Ni-
cotinamidgruppe von NAD wird unter Bildung eines Uber-
gangszustandes — des Ribaoxacarbenium-Ions der iibertra-
genden ADP-Riboseeinheit — freigesetzt (Schema 20a).
Dieses Ion kann zum einen im aktiven Zentrum des Toxins
durch robuste Nucleophile des Protein-Cofaktors, z.B. die
Thiolat-Seitenketten von Cys, abgefangen werden. Ein Bei-
spiel fir diese Wirkungsweise ist die Modifizierung der o-
Untereinheit der inhibitorisch wirkenden GTPase G;, welche
die cyclische AMP-Produktion reguliert, durch das Keuch-
hustentoxin. Zum anderen kann das Ribaoxacarbeniumion
auch durch schwache Nucleophile abgefangen werden, z.B.
durch die Guanidiniumgruppe von Arg der o-Untereinheit
der GTPase G, bei der Wirkung des Choleratoxins. Ein drittes
Beispiel ist die Modifizierung des schwach nucleophilen Asny;
in der Rho-Unterfamilie kleiner GTPasen durch das C3-
Toxin aus Clostridium botulinum, die zu einer Depolymeri-
sation des Actingeriists der Wirtzelle fiihrt.

Ein viertes Beispiel fiir die schiadigende Wirkung eines
Bakterientoxins auf ein spezifisches Wirtprotein in der Zelle
ist das Diphterietoxin, das den Proteinsynthesefaktor eEF-2
(eukaryotic elongation factor 2) an His;;s modifiziert. Zuvor
durchlduft der Histidinrest eine Reihe von posttranslationa-
len Modifikationen zur Vorbereitung — Ubertragung einer
Aminocarboxypropylgruppe durch das Cosubstrat SAM,
N,N,N-Trimethylierung durch drei weitere SAM-Molekiile
und glutaminvermittelte Amidierung —, die das His;;5 insge-
samt in einen Diphthamid-Rest im gereiften eEF-2 iiberfiih-
ren. In dieser Molekiilform wird eEF-2 durch das Diphthe-
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Schema 20. ADP-Ribosylierung von Substratproteinen durch Bakterien-
toxine: a) Bei der Spaltung von NAD wird Nicotinamid freigesetzt und
ein im aktiven Zentrum des Enzyms stabilisiertes Ribaoxacarbenium-
lon erzeugt. Dieses kann durch mehrere als Cosubstrat wirkende Nuc-
leophile abgefangen werden: vom robusten Cys-S™ bei der Katalyse
durch das Keuchhustentoxin bis hin zu den schwachen Asn- und Arg-
Seitenketten der Botulinum- und Choleratoxine. Das natiirliche Nuc-
leophil H,0 fiihrt zu Nebenreaktionen durch die NAD-Glycohydrolase.
b) Das Diphterietoxin katalysiert die ADP-Ribosylierung am modifizier-
ten Histidinrest des Elongationsfaktors eEF-2. In fiinf posttranslationa-
len Schritten wird His;;s im noch ungefalteten eEF-2 zunichst mit
einer Methionyleinheit aus SAM ausgeristet, dann N,N,N-trimethyliert
und schliefRlich amidiert. Dieser Diphthamid-Rest an Position 715
dient als Angriffspunkt bei der ADP-Ribosylierung am N3 des Imid-
azolrings durch das Diphtherietoxin.

rietoxin ADP ribosyliert (Schema 20b). Als Folge wird die
wichtige Elongationsfunktion dauerhaft inaktiviert und die
Proteinsynthese der infizierten Wirtzelle gestoppt.™!

3.3.2. Andere Modifikationen durch Bakterientoxine

Auch fiir weitere Bakterientoxine bieten sich die GTPase-
Familien Ras und Rho als Zielscheiben an. Ein solches
Enzym ist das letale Toxin aus Clostridium sordelli, bei dem es
sich ebenfalls um eine Protein-Glycosyl-Transferase handelt.
Hier ist es aber nicht die ADP-Riboseeinheit aus NAD,
sondern die Glucoseeinheit aus UDP-Glucose, die durch das
Toxin katalytisch iibertragen wird. Das Zielnucleophil ist die
B-OH-Gruppe von Thrs;s in Ras. Die katalytische Aktivitét
von Ras wird durch die O-Glucosylierung blockiert."*"!

Eine andere posttranslationale Modifizierungsstrategie ist
die Desamidierung von Glng, in Rho durch das cytotoxische
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nekrotisierende Protein aus pathogenen E.-coli-Stimmen.®
Die Hydrolyse der im aktiven Zentrum der GTPase lokali-
sierten Carboxamidgruppe von Gln zur y-COO™-Funktion
von Glug, zerstort die Mechanistik des aktiven Zentrums.
Insgesamt sind die Familien der kleinen GTPasen an derart
vielen Signaltransduktions- und Stoffwechselschnittstellen
der Zelle als thermodynamische Schalter beteiligt, dass sie
auf verschiedenartigste Weise chemisch ,programmiert®
werden konnen. Dabei werden ihr Aufenthaltsort und ihre
Steuerungsfunktion sowohl bei der normalen Reifung als
auch beim Pathogenangriff durch kovalente Modifikation
verdndert.

3.4. Anbringung von Cofaktoren mit einem ,,Schwingarm*“

Etliche Hauptenzyme des Primédrmetabolismus sind im
Normalzustand nichtfunktional und miissen zur Aktivierung
ihrer Acyl- und Carboxyliibertragungsfunktionen posttrans-
lational mit prosthetischen Gruppen versehen werden, die
ihre Schliisselfunktionalitdten enthalten. Die Coenzyme fiir
die Acyliibertragung sind Liponsdure und Phosphopante-
thein, und die prosthetische Gruppe fiir den Carboxyltransfer
ist Biotin (Schema 21). Alle drei Cofaktoren werden durch
ihre zugehorigen Aktivierungs-/Ladungsenzyme kovalent mit
Seitenketten ihrer Apoproteine verkniipft. Um die Biotinyl-
amid- und Lipoamid-Verkniipfungen aufzubauen, werden
Biotin und Lipoat zunéchst als Acyl-AMP-Spezies aktiviert
und dann durch die e-NH,-Gruppe einer Lysin-Seitenkette
abgefangen, die das Zielprotein in seiner korrekt gefalteten
100-Reste-Doméne présentiert. Die volle Reichweite der
Lys-Biotin- und Lys-Lipoat-Ketten betrigt etwa 20 A, was
diesen prosthetischen Gruppen die historische Bezeichung als
»Schwingarme* (swinging arms) einbrachte, die mit ver-
schiedenen Doménen in Multienzymkomplexen wechselwir-
ken konnen.””! Auf dhnliche Weise wird auch die als Donor-
substrat fungierende Phosphopantetheinyl-Einheit von
CoASH durch die (-OH-Funktion eines spezifischen Ser-
Restes abgefangen, der in einer 80-100 Aminosdure langen
Proteindomine lokalisiert ist. Wiederum entsteht eine pros-
thetische Gruppe an einem 20 A langen Schwingarm, mit dem
sie chemisch durch einen Phosphodiester und nicht wie in den
vorangegangenen Beispielen durch ein Sdureamid verkniipft
ist.

Der am Enzym gebundene Biotinyl-Cofaktor wird zur
Ubertragung von C,-Gruppen in Form von CO, genutzt.
Carboxylasen, die HCO;™ an Acetyl-CoA und Propionyl-
CoA unter Bildung von Malonyl- bzw. Methylmalonyl-CoA
kniipfen, enthalten mehrere aktive Zentren oder spezielle
Untereinheiten mit unterschiedlicher chemischer Funktion.
Die Biotin-Carboxylase-Untereinheit verwendet ATP als
Cosubstrat zusammen mit HCO; ™. Das Zwischenprodukt, ein
gemischtes Carboxyphosphatanhydrid, wird durch das Bioti-
nyl-Lys am Ureido-Stickstoff N1 abgefangen, wodurch ein als
N1-Carboxybiotinyl-Lys-Enzym fixiertes CO, gebildet wird
(Schema 22). Dieses fixierte CO, wird zum aktiven Zentrum
gebracht, wo das C,-Carbanion der Acetyleinheit von CoA
das N-Carboxybiotinyl-Ende angreift. Bei dieser Aktion wird
durch die Carboxylierung von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA
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Schema 21. Coenzyme, die an das aktive Zentrum von Enzymen ge-
bunden sind, fungieren als prosthetische Gruppen an einem ,,Schwing-
arm“. So beférdern sie CO, oder Acylgruppen zwischen aktiven Zen-
tren hin und her: Biotin und die resultierende Biotinylamid-Lys-Ver-
kniipfung, Lipoat und die resultierende Lipoamid-Lys-Verkniipfung,
CoASH und die resultierende Pantetheinyl-OPO;-Verkniipfung.

eine C-C-Bindung gekniipft. Malonyl-CoA ist einer der
Schliisselbausteine bei der Fettsdurebiosynthese in der Zelle.

Die anderen beiden Coenzyme, Lipoamid und Pante-
theinylphosphat, werden genutzt, um von Substraten stam-
mende Acylgruppen zwischen den aktiven Zentren unter-
schiedlich zusammengesetzter Multidoménenenzyme zu
transportieren.””” Die prosthetische Gruppe Lipoamid ist in
samtlichen  a-Ketosdure-Dehydrogenasekomplexen  zu
finden, die oxidative Decarboxylierungen ausfiihren, z. B. von
Pyruvat am Ende der Glycolyse und von a-Ketoglutarat im
Citronensiurezyklus. Bei der Pyruvat-Dehydrogenasereakti-
on dient das Disulfid des Cofaktors Lipoamid als Elektro-
nensenke, wihrend das C,-Carbanion von Hydroxyethylthi-
amin-PP den Ring 6ffnet (Schema 23). Wihrend der Uber-
tragung wird das C,-Fragment von der Oxidationsstufe des
Acetaldehyds zu der des Acetats oxidiert. Bei gleichzeitiger
Reduktion der Disulfidfunktion im oxidierten Lipoamid wird
es dann als aktivierter Acetyl-S-lipoamidthioester abgefan-
gen. Diese Reaktion beschreibt die Rolle der prosthetischen
Lipoamidgruppe als ,,Redoxenergiefinger”. In der zweiten
Reaktionshilfte bewegt sich der Acetyl-S-lipoamid-Arm hin
zu einer separaten aktiven Stelle und dockt neben einem
CoASH-Molekiil an, woraufhin die Acylgruppe auf die
Thiolfunktion von CoAS~ iibertragen werden kann. Bei
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diesem isoenergetischen Transfer

wird die oxidierte Acetyleinheit als

AN ™ Acetyl-CoA - die frei diffundierende

N M ~Energiewdhrung® der Zelle — frei-

o gesetzt.

Ein drittes Beispiel fiir einen an
einem Schwingarm verkniipften Co-
faktor ist die Pantetheinyl-Einheit an
den Acylcarrier-Proteindoménen
(ACPs). Diese stellen ebenfalls eine
nucleophile terminale Thiolatfunkti-
on zum Abfangen von Acylgruppen
bereit. ACPs spielen eine zentrale
Rolle in der Fettsdurebiosynthese,
bei der Acylketten durch Zyklen von
Claisen-Kondensation und Redoxre-
aktionen jeweils um C,-Einheiten
o verlangert werden. Dabei wird das

Zwischenprodukt -Ketoacyl-S-ACP
zu B-Methylenacyl-S-ACP reduziert,
das fiir die nichste C,-Addition zur
Verfiigung steht (Schema 24)." Man
nimmt an, dass die Acylgruppen

o
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Schema 22. N-Carboxylierung von Biotinylamid durch ATP und HCO;~
im aktiven Zentrum der Biotincarboxylase mit anschlieRender Ubertra-
gung von gebundenem CO, zum aktiven Zentrum der Acetyl-CoA-
Carboxylase, wodurch Malonyl-CoA entsteht.
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Schema 23. Die oxidierte Disulfidform von Lipoamid dient als Elektro-
nensenke bei der Abfangreaktion durch das C,-Carbanion aus Hydroxy-
ethylthiamidpyrophosphat (HE-TPP), bei der das TPP-Thiazolcarbanion
wieder freigesetzt und Acetyl-S-Lipoamid erzeugt wird. Bei der Ubertra-
gung wird das C,-Fragment oxidiert, das Lipoamiddisulfid reduziert
und die Energie in der Acetylthioesterbindung gespeichert, die wih-
rend des anschlieRenden Transfers der Acetyleinheit auf CoAS™
erhalten bleibt.
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Schema 24. Die terminale Thiolatfunktion der prosthetischen Phospho-
pantetheinylgruppe fungiert bei der Fettsdurebiosynthese als Nucleo-
phil zum Abfangen des ersten Acylfragments. In jedem sich anschlie-
Renden Zyklus wird die Acylkette um zwei Kohlenstoffatome verlédn-
gert, wobei der Pantetheinyl-Arm die wachsende Acylkette zwischen
den aktiven Zentren von Ketosynthase (KS), Ketoreduktase (KR),
Dehydratase (DH) und Enoylreduktase (ER) wandern lisst. Die 3-Keto-

gruppen werden dabei in die um vier Elektronen reduzierte Oxidation-
stufe der B-Methyleneinheiten tberfiihrt.
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wihrend ihrer zyklischen Wanderung zu den aktiven Zentren
von Ketosynthase, Ketoreduktase, Dehydratase und Enolre-
duktase an dem flexiblen Phosphopantetheinyl-Arm gebun-
den bleiben.

Diese Strategie der kovalenten Anbindung von Coenzy-
men iiber einen Schwingarm wurde offenbar von der Natur
entwickelt, um die kleinen Acylfragmente oder CO, zu fi-
xieren und sie zu den speziellen katalytischen Zentren der
Multienzymkomplexe oder zu den einzelnen an einem mo-
difizierenden Zyklus beteiligten Enzymen transportieren zu
konnen. Es gibt noch andere Beispiele fiir die Anbindung von
Cofaktoren an Lysin-Seitenketten im Protein. In einem Fall
entsteht eine hydrolysierbare Iminbindung zwischen Lys-NH,
und einem Aldehydkohlenstoff im Cofaktor. Beispiele hier-
fiir sind Vitamin B6 in seiner Aldehydform, Pyridoxalphos-
phat, alle Pyridoxalphosphat-abhéngigen Enzyme und Rho-
dopsin.

3.5. Posttranslationale Carboxylierung von Glutaminsdure fiir die
zweizdhnige Bindung von Calcium

Eine an der Blutgerinnung beteiligte Proteinfamilie wird
posttranslational in einem Bereich von dicht beieinander
liegenden Glutamatresten modifiziert, wihrend die Proteine
in Richtung Extrazellularraum den Sekretionsapparat pas-
sieren. Bei dieser Modifikation wird CO, am y-Methylen-
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Abbildung 11. Zwslf eng aneinander gereihte Glu-Reste in der Carboxy-
lierungsdomine der Pro-Form der Koagulierungsprotease Faktor IX
werden zu y-CarboxyGlu(Gla)-Resten modifiziert. Sie bieten eine hohe
lokale Konzentration an zweizihnigen Malonylseitenketten fiir die Ko-
ordination von Ca*". Die dreidimensionale Darstellung des acht Calci-
umionen (gelbe Kugeln) komplexierenden Dodeca-Gla-Bereichs macht
besonders deutlich, wie die Struktur von den zweiwertigen Metallionen
beeinflusst wird.
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kohlenstoff des Glu-Restes fixiert und somit eine Malonyl-
Seitenkette mit der Bezeichnung y-Carboxy-Glu (Gla) er-
zeugt. Diese Gla-Seitenketten konnen zweiwertige Kationen
zweizdhnig chelatisieren; hervorzuheben ist dabei vor allem
die Wechselwirkung mit Ca**-Ionen. Proteine, bei denen eine
solche Tandem-y-Glu-Carboxylierung stattfindet, sind unter
anderem die Proenzymformen von Proteasen wie Prothrom-
bin, proFaktor IX und proFaktor X."”! Bei diesen Proenzy-
men werden zehn bis zwolf Glu-Seitenketten in einem 40
Aminoséduren langen Strang zu y-Carboxy-Glu-Resten carb-
oxyliert, was lokal eine hohe Dichte von zweizdhnigen Che-
latoren fiir Ca®*-Ionen erzeugt (Abbildung 11). In Gegenwart
von Ca’" verindern die Gla-Dominen ihre Konformation
und induzieren die Assoziation der Proteasen auf der Blut-
plattchenoberfldche, wodurch Proteinkomplexe gebildet und
benachbarte Proteasen aktiviert werden, welche wiederum
die Blutgerinnungskaskade in Gang setzen.[")

Anders als bei den in Abschnitt 3.4 besprochenen Carb-
oxylierungsreaktionen, bei denen sich ein mit CO, beladener
Biotin-Arm zwischen den aktiven Zentren der Enzyme hin
und her bewegt, kommen bei der Carboxylierung von Glut-
aminsdureseitenketten zu Gla-Resten keine Biotinylamid-
abhingigen Enzyme zum FEinsatz. Als Cofaktor fiir die CO,-
Fixierung bei den Gla-Modifikationen dient vielmehr das
Naphthochinon Vitamin K, das hier seine einzige wohldefi-
nierte Rolle im Sdugermetabolismus ausfiihrt. Die eigentlich
aktive Form fiir die vom Vitamin K abhéngige Proteincarb-
oxylase ist dabei das Dihydronaphthochinol, KH,. Als Co-
substrat wird zusétzlich O, benétigt, und nach dem vorge-
schlagenen Mechanismus (Schema 25) bildet sich das Per-
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Schema 25. Mechanismusvorschlag fiir die Funktion der Dihydroform
von Vitamin K (KH,) als Cosubstrat bei der posttranslationalen Prote-
incarboxylierung von Glu- zu Gla-Seitenketten. Bei der Reaktion von
KH, mit O, als Cosubstrat entsteht eine Hydroperoxy-K-Zwischenstufe,
die weiter zum 2,3-Epoxy-Vitamin-K-Alkoxid reagieren kann. Das Alk-
oxid ist vermutlich als Base stark genug, um eines der y-CH,-Wasser-
stoffatome von Glu zu abstrahieren. Das dadurch zwischenzeitlich ent-
stehende y-Carbanion wird benétigt, um CO, anzugreifen und so die
neue C-C-Bindung im Gla-Endprodukt herzustellen.
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oxidaddukt K-OOH. Die Cyclisierung dieses Chinonhydro-
peroxids fithrt zum Alkoxid-Anion des 2,3-Epoxids von Vit-
amin K. Dieses Anion hat die erforderliche Basizitit, um ein
Proton aus der CH,-Seitenkette des y-Glu-Restes zu entfer-
nen und so das zum CO,-Angriff benotigte Carbanion zu
generieren. Mit der neu gekniipften C-C-Bindung sind nun
die Malonylseitenketten der Gla-Reste im Produkt vollstin-
dig hergestellt.

4. Katalogisierung posttranslationaler
Modifikationen

Wenn man sich die oben genannten groBeren und klei-
neren Teilkategorien der posttranslationalen Modifikation
anschaut, kommt man auf mindestens Hunderttausende,
vielleicht Millionen von moglichen Proteinvarianten in der
eukaryotischen Zelle. Das schafft gewaltige analytische Pro-
bleme, noch groBer aber ist die Aufgabe fiir die Systembio-
logie, mogliche Verbindungen unter den Subproteomen aus-
findig zu machen. Ein betrichtlicher Teil der aktuellen PTM-
Forschung ist der Entwicklung von Methoden gewidmet, mit
deren Hilfe sich solche ,Inventarlisten® aufstellen lassen.
Hauptséachlich wird dazu die Massenspektrometrie herange-
zogen, die zum einen Nachweisempfindlichkeiten im femto-
molaren Bereich aufweist und es aulerdem ermoglicht, eine
grofle Zahl von Peptidfragmenten mit charakteristischen
Modifikationen zu identifizieren.® Herausragende Studien
in jiingster Zeit sind der Nachweis von Hunderten von pS-
und pT-Peptiden aus dem Phosphoproteom der Hefe®®! und
die Isolierung von ubiquitinierten Hefeproteinen mithilfe des
His-Markers. Letztere Methode erméglichte die Identifizie-
rung von iiber hundert ubiquitinierten Proteinen, deren Po-
lyubiquitinketten durch verschiedene Lys-Reste des Ubiqui-
tin-Monomers verbunden waren.*?

Jede Probenahme eines Proteoms aus einem Organismus
oder einer Zelle stellt nur eine Momentaufnahme in einem
hoch dynamischen Prozess dar. Damit wird eine aussage-
kriftige Analytik vereitelt, und es erscheint zunehmend not-
wendig, mit zeitauflosenden Verfahren zu arbeiten. Hetero-
genitdt kann auf verschiedene Weise entstehen. Da post-
translational modifizierende Enzyme nicht frei von Templa-
ten funktionieren, treten Modifikationen stochastisch auf und
durchdringen eine Population von Zielproteinen womoglich
nicht vollstiandig. Mit welcher Effizienz eine spezifische Po-
sition modifiziert wird (z.B. die N-Glycosylierung eines be-
stimmten Asn-Restes in der fiir die Modifikation am besten
geeigneten Sequenz Asn-X-Ser), hidngt davon ab, wie lange
etwa der Asn-haltige Proteinbereich wihrend seiner Passage
durch die ER-Membran ungefaltet vorliegt. Der Carbox-
amid-Stickstoff ist dann nur fiir einen kurzen Augenblick frei
zugédnglich. Auch die Oligosaccharyl-N-Transferase ist in
dieser Mikroumgebung nur begrenzt vorrétig, sodass die Zeit,
die Proteinsubstrat und Enzymkatalysator miteinander ver-
bringen, zu kurz ist, um eine vollstdndige Modifikation von
100 % Manipulationsstellen in der Proteinpopulation zu er-
zielen. Bei der mehrstufigen Reifung des N-Glycankerns
Man;(GIcNAc), von Glycoproteinen kommt es bis zu einem
Dutzend solcher Substrat-Katalysator-Begegnungen. Bei
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einer Ausbeute von 90 % pro Stufe ergeben

sich rechnerisch genau die komplexen und i
heterogenen  Glycoprotein-Mischungen, i
die oft nachgewiesen werden. So sind etwa
vom Prion-Protein, wie schon erwihnt, 4
etwa 52 Glycoformen bekannt.™! 4

N R

5. Posttranslationale Mehrfach- und
Tandemmodifikationen von Pro-
teinen

C.T. Walsh et al.
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N-terminales Fragment von H4

Abbildung 12. In einem posttranslationalen Tandemprozess wird das N-terminale Ende von

Histon H4 siebenfach modifiziert: der N-Terminus selbst sowie die Lysinreste Lyssg 1,16

Haiufig treten die posttranslationalen
Modifikationen an Mehrfachpositionen auf
oder laufen als Tandemkaskaden ab, die fiir
die Funktion essenziell sind. So wurden bei der Abl-Tyro-
sinkinase an elf verschiedenen Positionen Phosphorylierun-
gen beobachtet — neun an Tyrosin, eine an Serin und eine an
Threonin —, die iiber die verschiedenen katalytischen und
regulatorischen Dominen des Proteins weit verstreut
liegen™! (siehe Abbildung 2, im Prinzip sind 11! =40420800
unterschiedliche phosphorylierte Formen nur fiir dieses eine
Protein moglich). Da sehr wahrscheinlich die jeweiligen Po-
sitionen nur teilweise belegt sind, resultiert eine riesige Zahl
von Phosphoformen allein fiir dieses Protein.

Typischerweise werden die Histonoktamerenden in den
Nucleosomen mehrfach an Lysinresten acetyliert und me-
thyliert, einmal an Serin phosphoryliert und einmal am N-
Terminus ubiquitiniert. Dies bedeutet Modifikationsmog-
lichkeiten an 28 Stellen, wie es in Abschnitt 2.2 und 2.3 be-
schrieben ist. Sicherlich werden nicht alle 28! Moglichkeiten
von der Natur ausgefiihrt. Kiirzlich haben Kelleher und
Mitarbeiter®! eine an hoch auflssende Massenspektrometrie
gekoppelte Bioinformatikmethode entwickelt, mit der be-
stimmte Histonvarianten vorhergesagt, gesucht und identifi-
ziert werden konnen. So wiesen sie eine spezifische Sechs-
fachmodifizierung des N-

Terminus von Histon H3

anhand seiner charakteristi- SH
schen [M +238]-Massensi- . /Eﬂ/ X X.COO"
gnatur nach (Abbildung 12). N

¢}

Dieses Musterbeispiel zeigt
auf, wie eine solche funk-
tionale Bindungsvielfalt von
Proteinisoformen identifi-
ziert werden kann. (Ent-
sprechend der Suche nach

einer Nadel im Heuhaufen; Ho @

: SN
der systemische Ansatz be- H OCHj3
steht darin herauszufinden, s~

wie viele solcher ,,Nadeln“
insgesamt im ,,Proteinheu-
haufen“ vorkommen.) Ver-
mutlich werden die Mehr-
fachmodifikationen der
Histon-Enden in spezifi-
schen Zeitmustern von der
Enzymmaschinerie ge-
schriecben und gelesen,

vollstéandig modifiziertes Ras
wird zur Plasmamembran
transportiert

O-Methylierung.
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werden acetyliert, und Lys,, wird N,N-dimethyliert.

sodass die Transkriptionsrepressoren und Aktivatorkomplexe
selektiv angefordert werden konnen.

Posttranslationale Tandemmodifikationen sind auch sonst
bei vielen Proteinen bekannt; sie sorgen fiir den komplexen
Informationsgehalt, der die posttranslationalen Modifikatio-
nen antreibt. Die in vier Stufen nacheinander ablaufenden
Modifikationen am C-Terminus von Ras-Proteinen — 1) S-
Prenylierung, 2) S-Palmitoylierung von Nachbarcysteinen,
3) spezifische endoproteolytische Spaltung, die eines der
Cysteine zum neuen C-Terminus umwandelt, 4) Methylierung
an diesem neu generierten C-terminalen Carboxylat — bilden
zusammen den integrierten Reifungsprozess. Infolge der
Reifung wird das so modifizierte Ras hin zur Membran be-
fordert, wo es an seine stromaufwirts liegenden Proteinki-
nasepartner andockt (Schema 26).”"! In Abschnitt 3.3 haben
wir erwihnt, dass der Gln-Rest im aktiven Zentrum bei der
mit der Ras-Familie verwandten GTPase-Familie RhoA
ADP-ribosyliert, O-glucosyliert und desamidiert werden
kann. Mit der zusétzlichen Abfolge von Prenylierung, Pro-
teolyse und C-terminaler Carboxymethylierung, die sich bei
Rho abspielt, kommen insgesamt sieben spezifische post-

/\)\W
b © R? b ©
it L AR
H R' " o0 R

Farnesyl-PP

S

(0]
b) H,O

Farnesyl-S-Ras-Endoprotease

c) SAM s = = &
C-terminale o
Protein-OMe- N +
Transferase H o)

0 R? w ¢
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R M o R

Schema 26. Mehrstufige Modifikation der Ras-GTPase: a) S-Prenylierung, b) Endoproteolyse, c) C-terminale

Angew. Chem. 2005, 117, 7508 — 7539


http://www.angewandte.de

Proteinmodifikation

translationale Modifikationsstufen zusammen. Das reife
RhoA kann auch noch durch die YopT-Protease aus dem
Pathogen Yersinia pestis, das einen Teil seines Virulenzpro-
gramms ausfiihrt, gespalten werden.[®!

Die posttranslationale Tandemmodifikation kann auch als
Startsignal fiir einen biologischen Signalprozess dienen, wie
das Beispiel der Ubiquitinierung verdeutlicht: Um die Er-
eigniskaskade mit dem Ergebnis der Proteolyse ins Rollen zu
bringen, miissen nacheinander mindestens vier 8-kDa-
Marker von Ubiquitin an das Zielprotein geheftet werden.
Offensichtlich bildet eine Polyubiquitinldnge von mindestens
4 Ub den Schwellenwert fiir die Erkennung durch Chape-
ronproteine, die die markierten Proteine zu den Proteasomen
begleiten.?”

Es gibt auch Belege fiir die gegenseitige Konkurrenz von
posttranslationalen Modifikationen, die gegenldufige Funk-
tionalitdten des Zielproteins zur Folge haben. Zwei Beispiele
fiir eine Konkurrenz zwischen Ubiquitinierung und Acety-
lierung sind 1) SMAD7, ein Protein im TGFf-Signaliiber-
tragungsweg,™ und 2) der Transkriptionsfaktor p5, der in der
Nihe seines C-Terminus an fiinf Lysin-Seitenketten modifi-
ziert wird. Die e-NH,-Gruppen von p53 oder SMAD-Protei-
nen konnen acetyliert oder ubiquitiniert werden (Schema 27).
Die Ubiquitinierung fiihrt letztlich zum proteolytischen
Abbau des Proteins, wihrend die Acetylierung die Ubiquiti-
nierung blockiert und demzufolge die Lebensdauer der Pro-
teine in der Zelle verlingert.!'’)

Angewandte

lierung, Acylierung, Glucosylierung, Thiol-Disulfid-Modifi-
kation und Alkylierung (siche Abschnitt2) — greifen mit
Ausnahme der Alkylierungen auf spezifische Enzyme zuriick
(haufig groBe Enzymfamilien), um die kovalenten Modifi-
kationen wieder riickgidngig zu machen. Phosphorylierungen,
Acylierungen und Glycosylierungen werden im Allgemeinen
durch Hydrolasen riickgingig gemacht, wihrend Disulfid-
spaltungen durch Reduktasen ausgefithrt werden. Wir
werden weiter unten ausfiithren, dass fiir die Alkylierungen
inzwischen ein oxidativer enzymatischer Mechanismus be-
kannt ist, mit dem die N-Methylsubstituenten an den Histon-
Enden wieder abgetrennt werden.

Proteinkinasen liegen iiblicherweise im Grundzustand als
inaktive Form mit niedriger Aktivitit vor, solange kein be-
stimmter Stimulus zugegen ist. Wenn ein Signal weitergeleitet
wird, kommt es zur Aktivierung der Kinase, was bei MAP-
Kinasen oft eine kovalente Autophosphorylierung von Thr-
Resten zu pT oder von TXY-Sequons zu doppelt phos-
phorylierten pTXpY-Folgen bedeutet. Nach der Aktivierung
kann die Proteinkinase ihr jeweiliges Zielprotein mit we-
sentlich hoherer katalytischer Effizienz modifizieren.®l Die
durch cyclisches AMP aktivierte Proteinkinase A beispiels-
weise phosphoryliert bei der Signalkettenpropagation iiber
100 Proteine® an Ser- und Thr-Resten.

Um die Zeitdauer und Intensitdt der Phosphoproteinsi-
gnaliibertragung steuern zu konnen, miissen die Signale auch
abschaltbar sein. Eine vollstdndige Beendigung des Uber-

tragungswegs wird durch hydrolytische
Entfernung der PO;*-Gruppe durch
Phosphoprotein-Phosphatasen erreicht
(Schema 28a). Das menschliche Genom
codiert fir ungefihr 150 Proteinphos-
phatasen, einschlief3lich der pS- und pT-
selektiven Phosphatasen, pY-Phospha-
tasen und solcher mit dualer Spezifitit
(pS und pY).® Unter den Phosphatasen
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0 Lys Lys Lys Lys Lys
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p53 p53
‘_ BioMGe72 373 381 332‘ ‘_ 370 372 373

w1 a |  Sind 107 pY-spezifisch.® Die wesentlich

HEJ HIEI HEJ HIE\I HEI E
)=o)=o)=o )=0)=o

(lange Lebensdauer von p53)

Schema 27. Konkurrenz von Acetylierung gegentiber Ubiquitinierung der e-NH-Gruppe von

LyS370372373.381,382 Nahe des C-Terminus des Transkriptionsfaktors p53.

6. Reversible kontra irreversible posttranslationale
Modifikation

Je nach dem biologischen Zweck, den eine bestimmte
kovalente Proteinmodifikation ausiibt, kann unter Umstén-
den die Reversibilitdt ein wichtiger Kontrollparameter sein.
Typisches Beispiel fiir eine reversible Modifikation ist die
Proteinphosphorylierung, die sich im Laufe der Evolution zur
mafgeblichen Modifikation bei der Proteinsignaliibertragung
entwickelte. Die fiinf PTM-Hauptkategorien — Phosphory-
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kleinere Zahl an pS- und pT-Phospha-
tasen wird dadurch wieder ausgeglichen,
dass viele kleinere regulatorische Un-
tereinheiten eine Kontrollfunktion iiber
den subzelluldren Aufenthaltsort und
die Substraterkennung der pS- und pT-
Hydrolyse-Enzyme ausiiben.

Die enzymvermittelte Reversibilitét
der PTM hat als praktische Konsequenz,
dass der Gehalt an Phosphoproteom in
der Zelle zu jeder Zeit das Gleichge-
wicht an Aktivitdt der 500 Proteinkina-
sen und 150 Proteinphosphatasen gegeniiber ihren Protein-
substraten widerspiegelt. Daraus ergibt sich eine nahezu un-
endliche Zahl von Bezugspunkten fiir die Zelle.”*!)

Die Acetylierung, Ubiquitinierung und S-Palmitoylierung
sind drei weitere kovalente Modifikationen, die leicht riick-
géngig zu machen sind (Schema 28b) und sich daher fiir die
Regulation und Signaliibertragung eignen. Die Histon-Ace-
tyltransferasen (HATs) werden durch eine Familie von
Histon-Deacetylasen (HDACs) funktional revertiert.’**!
Manche HDAC:S sind katalytische Doménen, die in mehr-
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e
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Schema 28. Reversible kovalente Modifikation von Proteinen: a) Phosphoproteinphos-
phatasen kehren die Wirkung von Proteinkinasen um; b) Proteinacetylierungen, S-Palmi-
toylierungen und Ubiquitinierungen werden durch Deacetylasen, Palmitoyl-S-Proteinthio-

S-Palmitoyl-Cys

Y

N-Ubiquityl-Lys

esterasen und Deubiquitinasen wieder riickgingig gemacht.

schichtig modular aufgebaute Proteine
eingebettet sind. Diese Proteinmodule
werden dynamisch von den acetylierten
und methylierten Lysin-Seitenketten in
den Histon-Enden rekrutiert. Eine ei-
genstidndige Familie von NAD-abhén-
gigen Histon-Deacetylasen, die Sir-
tuine, iiben Funktionen bei der
Stummschaltung von Genen aus und
koppeln so den Energiestoffwechsel an
die Transkriptionsregulation.**!
Anders als die Lys-Acetylierung ist
die Lys-N-Methylierung von Histonen
weder enzymatisch noch nichtenzyma-
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tisch reversibel, da es keine ersichtliche Mog-
lichkeit gibt, wie die N-Alkyl-Bindung hy-
drolytisch gespalten werden konnte. Beziiglich
des Schreibens und Anderns des Histoncodes
nimmt man daher an, dass nur Acetylierun-
gen, nicht aber Methylierungen geloscht
werden konnen. Allerdings wurden in jiingster
Zeit FAD-abhingige Methyl-Lys-Desamina-
sen entdeckt, was bedeutet, dass mit einem
oxidativen Mechanismus die Wirkung von
Histon-Methyltransferasen wieder riickgéngig
gemacht werden kann.®® Dabei wird N-
Methyl-Lys enzymatisch zum hydrolyseemp-
findlichen Imin CH,=NH-Lys umgewandelt
(Schema 29). Nach der Hydrolyse verbleiben
der unmodifizierte H,N-Lys-Rest und ein
Aquivalent Formaldehyd.

Die dutzenden bis hunderten von Ubiqui-
tin-Proteinligasen erzeugen in den markierten
Proteinen Isopeptidbindungen des Typs Ubi-
quityl-e-NH-Lys. Dieser Bindungstyp ist re-
sistent gegen normale Proteasen, wird aber
durch eine Familie von einigen dutzend De-
ubiquitylasen (DUBs)*! wieder gespalten.
Wahrscheinlich erkennen die DUBs zu ver-
schiedenen Zeiten an verschiedenen Orten
der Zelle selektiv Untergruppen der ubiquiti-
nierten Proteine und bewahren sie so vor dem
Abbau in den Proteasomen.

Die palmitoylierten Cysteinreste enthal-
ten kovalente Thioesterverbindungen. Diese
konnen nichtenzymatisch hydrolysiert
werden, aber dieser Vorgang ist ein in der
Membran langsamer Vorgang. Daher gibt es
spezifische Palmitoylprotein-Thioesterasen,!!)

HOH
'S HZC 7 .CH,
wN
H
o]
H,Cz0 )/ imiviumon 1,0, )jl-im
o7}
HsC. + H,C H CH
*~*NH, NN
SAM  SAH
wN MTase wN
oo H oo
N-Me-Lys, N,N-Me,-Lys,

Schema 29. &-N-Methylierungen an Lys-Seitenketten werden durch Oxidation (nicht durch Hy-
drolyse) mithilfe eines Flavoproteins wieder riickgéngig gemacht, wobei als Produkt ein hydroly-
seempfindliches Imin entsteht.
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die Lebensdauer und infolgedessen den Aufenthalt des Pro-
teins an der Membrangrenzfliche steuern.

Aufler den oben genannten reversiblen posttranslationa-
len Modifikationen gibt es auch funktional irreversible Mo-
difikationsarten. Anders als die Cys-S-Palmitoyl-Verkniip-
fung ist die Thioesterbindung der Cys-S-Prenylierung nicht
hydrolytisch spaltbar. (Auch hier sind zwar oxidative Me-
chanismen bekannt, aber diese treten nur beim Abbau der
prenylierten Proteine in den Lysosomen auf.) So gesehen
bietet die Strategie, zur Membranlokalisation die Proteine
enzymatisch entweder zu palmitoylieren oder zu prenylieren,
eine Auswahl zwischen reversibler oder irreversibler Modi-
fikation. Irreversible Modifikationen sind auch die C-Carb-
oxylierung von Glu- zu Gla-Resten und die Hydroxylierung
von Secitenketten, z.B. die von Pro und Asn im Sauerstoff-
Sensorprotein HIF-1a.

Eine im Endeffekt irreversible posttranslationale Modi-
fikation ist die zweite Hauptkategorie von kovalenten Pro-
teinmodifikationen: die proteolytische Spaltung von Peptid-
bindungen.

7. Kontrollierte Proteolyse

Der Lebenszyklus von Proteinen im Intra- oder Extra-
zellularraum eines Organismus wird durch die homoostati-
sche Funktion von Proteasen gesteuert, die das kovalente
Peptidriickgrat spalten und die Aminosdurebausteine dem
Zellreservoir an freien Aminosduren hinzufiigen. GroB3e
Proteinuntergruppen der Eukaryotenzelle werden in einer
Abfolge von mehreren proteolytischen Schritten als Teil des
normalen rdumlichen und zeitlichen Reifungsprozesses zer-
schnitten. Dieses kontrollierte proteolytische Schneiden von
spezifischen Peptidsequenzen innerhalb einer gegebenen
Proteinsubstratmenge fiihren Proteasen aus, deren Funktion
im Allgemeinen nicht im Abbau-, sondern im Reifungs- und
Formgebungsprozess liegt.

Bei nahezu jedem Protein, das in der eukaryotischen
Zelle in das endoplasmatische Retikulum eintritt, wird eine
N-terminale, 25-30 Aminoséduren lange Sequenz abgespalten.
Dies ist die Signalsequenz, die den Zugang zum ER spezifi-
ziert, und die Peptidasen sind Signalpeptidasen.’” An diesen
ersten Reifungsschritt kann sich spéter im Sekretionskom-
partiment des Golgi- und trans-Golgi-Netzwerks die Wirkung
von Proprotein-Konvertasen anschlieBen.'®!1”! Bestes Bei-
spiel ist die Spaltung von Proinsulin zu Insulin, dessen beide
Ketten durch Disulfidbriicken zusammengehalten werden.
Am Hormon Cholecystokinin finden sechs bis acht Spaltun-
gen und proteolytische Prozesse statt, die das translatierte,
115 Aminosduren lange Anfangsprodukt in das acht Ami-
nosiuren lange, sulfatierte reife Hormon verwandeln.!'"

Die Reifung des O-Glycoproteins Notch durch limitierte
Proteolyse verléduft in vier rdumlich und zeitlich voneinander
getrennten Stufen (Schema 30): 1) Abspaltung des Signal-
peptids im ER; 2) Spaltung durch Proproteinkonvertasen in
zwei Untereinheiten, die auf ihrem Weg zur Zelloberfldche
im trans-Golgi-Netzwerk weiterhin assoziiert bleiben;
3) Entfernung der Extrazellulardomine an der Plasmamem-
bran durch proteolytische Aktivitdt des Sheddase-Typs, die
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Schema 30. Die Notch-Reifung durch vier sequenzielle proteolytische
Spaltungen an spezifischen Stellen und spezifischen Orten in der eu-
karyotischen Zelle: A) Abspaltung des N-terminalen Signalpeptids zur
Sekretion in das ER (in der Abbildung nicht zu sehen); B) hydrolyti-
sches Schneiden durch Proteinkonvertasen wahrend der Passage
durch den trans-Golgi-Apparat; C) hydrolytisches Schneiden durch eine
Proteinsheddase an der Zelloberfliche; D) die regulierte Intramem-
branproteolyse setzt das cytoplasmatische Notch-Restprotein fiir
seinen Riickweg zum Kern und seine dortige Funktion als Transkripti-
onsfaktor frei. Wiedergabe aus Lit. [121] mit Genehmigung.

durch das Anlagern von Proteinliganden ausgelost wird;
4) regulierte Proteolyse innerhalb der Membran (regulated
intramembrane proteolysis, RIP) des verkiirzten Notch-Pro-
teins.”*1%1% Der cytoplasmische Proteinstummel von Notch,
von dem nur wenige Aminosduren in der Vesikelmembran
verbleiben, wird nun zuriick ins Cytoplasma freigesetzt, kann
in das Kernkompartiment eindringen, dort mit Partnerpro-
teinen assoziieren und so seine Funktion als selektiver Tran-
skriptionsaktivator ausfithren. Die Abfolge von vier raumlich
und zeitlich getrennten Stufen limitierter Proteolyse steuert
den Aufenthaltsort und die Aktivitdt von Notch. Notch wird
durch das ER und den Golgi-Komplex zur Zelloberfliche
gebracht, fungiert dort als Oberfldchenrezeptor und wird als
Fragment wieder ins Cytoplasma freigesetzt, um dort nach
Erreichen des Kerns seine transkriptionsaktivierende Funk-
tion auszuiiben. Es gibt zweifellos noch viele weitere Bei-
spiele von mehrstufigen Proteaseprozessen, mit denen der
Aufenthaltsort und die Funktion der Zielproteine sowie ihre
Lebensdauer in der Zelle reguliert werden.

Eine Variante der kontrollierten Proteolyse ist die Ab-
trennung eines kurzen C-terminalen Peptids vom Protein-
substrat durch proteaseartige Katalysatoren mit der kova-
lenten Zwischenstufe Proteinyl-S-Cys-Enzym (Schema 31).
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Schema 31. Proteaseartige Katalysatoren verwenden Cys-Reste als Nucleophile im aktiven Zentrum, mit denen sie iiber eine Acyl-S-Cys-Enzym-
Zwischenstufe Acylfragmente aus Substratproteinen auf nicht proteingebundene Aminrezeptoren lbertragen: a) Anheftung des GPI-Ankers durch
enzymatische Transamidierung; b) Préasentation und Anbindung von Proteinen an Peptidoglycaneinheiten im Zellwandensemble von Staphylococ-

cus aureus durch Transamidierung durch das Enzym Sortase.

Beim Ubertragen einer Proteinacylgruppe wird dabei zu-
néachst der Lipid-GPI-Anker als Cosubstrat an das eukary-
otische Protein gekuppelt. Eine Ethanolamingruppe im GPI-
Anker fingt dann spezifisch die Acylgruppe ab,'%! was
letztlich bedeutet, dass das C-terminale Peptid vom An-
fangsprodukt der Translation auf den GPI-Anker ,,umschal-
tet. Bei den bakteriellen Sortasen!™! ist das nucleophile
Amin, das die Staphylokokkenproteine abfangen soll, um sie
als Antigene an der Zelloberfldche der Bakterien zu prasen-
tieren, ein Gly- oder Ala-NH,-Terminus, der aus Vernetzun-
gen in der Peptidoglycanschicht von Zellwidnden stammt.
Beide hier behandelten C-terminalen Modifikationen sind
letztlich Transamidierungen mit einem Amin als angreifen-
dem Nucleophil, weshalb auch ein Aminolyseprodukt ent-
steht, anstelle des Hydrolyseprodukts Wasser.
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8. Selbstspaltungen und Umlagerungen von Peptid-
bindungen

Ein ganzes Biindel von Prozessen beschreibt die autoka-
talytische Umlagerung von einer oder mehreren spezifischen
Peptidbindungen im Proteinriickgrat eines schon gefalteten
Proteins. Meistens fithren die Prozesse zur Spaltung dieser
spezifischen Peptidbindungen. Je nach abfangendem Nuc-
leophil erfdahrt das aus dem selbstspaltenden Peptid stam-
mende Acylfragment ein unterschiedliches Schicksal. Wasser
als Cosubstrat fithrt zur Hydrolyse. Bei einem Alkohol als
Cosubstrat ist das Produkt ein Ester, wie das Beispiel des N-
terminalen Fragments des Hedgehog-Proteins zeigt, das von
Cholesterin abgefangen wird. Wenn das Abfangreagens ein
stromabwirts liegendes Amin des gleichen Proteins ist, re-
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sultiert letztlich ein Proteinspleien,
obwohl die Abfangreaktion, wie weiter
unten ausgefiihrt, indirekt verlduft. Er-
wihnenswert ist, dass allen drei Abfang-
prozessen ein bestimmter Zwischenpro-
dukttyp gemeinsam ist.

Fir die zweite Hauptvariante der
autokatalytischen Riickgratumlagerun-
gen gibt es zwei Kontexte, die in Ab-
schnitt 9 erldutert werden. Einer ist die
Selbstiiberfithrung einer Tripeptideinheit
in das hoch konjugierte aromatische
Fluorophor des griinen Fluoreszenzpro-
teins und seiner Verwandten. Bei der
zweiten Umlagerungsart wird ein im ak-
tiven Zentrum der Proformen von Phe-
nylalanin- und Histidin-Desaminasen
befindliches Tripeptid zum Cofaktor
Imidazolon umgewandelt, der bei der
Wirkung von Desaminasen als Elektro-
nensenke dient.

8.1. Selbstspaltung von spezifischen
Peptidbindungen bei der Aktivierung
von Proteinvorstufen

Eine kleine Untergruppe von fertig
gefalteten Proteinen ist in der Lage, sich
selbst durch Hydrolyse einer spezifischen
Peptidbindung von einem einzelstrangi-
gen inaktiven Vorstufenprotein in eine
doppelstringige aktive Form umzuwan-
deln. (Schema 32). Drei Varianten der
autoproteolytischen Aktivierung sollen
als Beispiele betrachtet werden: 1) Spal-
tung der einzelstrangigen Vorstufe der {3-
Untereinheit des Proteasoms; 2) Spal-
tung und Freilegung einer N-terminalen
Pyruvamidgruppe in der Aspartat-a-De-
carboxylase; 3) Spaltung und Aktivie-
rung der Hedgehog-Proteine durch Al-
koholyse der Peptidbindung mithilfe von
Cholesterin. Bei allen drei Enzymen
greift die Seitenkette von Ser-, Thr- oder
Cys-Resten eine peptidische Carbonyl-
funktion an, die in unmittelbarer Nach-
barschaft stromaufwirts liegt, wodurch
ein fiinfgliedriges tetraedrisches Addukt
entsteht (Schema 33). Die Protonierung
dieses Addukts am Stickstoff mit an-
schlieBender Spaltung der C-N-Bindung
fithrt zur Ringoffnung und damit einher-

gehend zur Spaltung der Peptidbindung. Die beiden Ketten-
teilstiicke sind nach wie vor miteinander verbunden, und zwar
durch O-Ester- (Ser, Thr) oder S-Thioester-Verbriickungen
(Cys). Dieses Strukturmotiv ist allen drei Beispielen ge-
meinsam. Die O-Ester- oder S-Thioesterbindung ist jetzt an-
fallig dafiir, auch durch relativ schwache Nucleophile wie
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Schema 32. Autoproteolyse an spezifischen Peptidbindungen; die entstehenden Proteinfragmente sind
die aktiven Enzymformen: a) Durch die Selbstspaltung der Vorstufe der -Untereinheit des Proteasoms
wird Thr als katalytisch wirksames Nucleophil freigesetzt; b) durch die Selbstspaltung der Vorstufe der
Aspartatdecarboxylase wird eine N-terminale Pyruvamidfunktion als Elektronensenke generiert; c) durch
die Selbstspaltung des Hedgehog-Vorstufenproteins mit anschlieRender Abfangreaktion durch die 3-
OH-Gruppe von Cholesterin wird das N-terminale Fragment als membrangebundener Cholesterylester

erzeugt.
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Wasser, Cholesterinalkohol oder von stromabwirts gelegenen
Ser- und Cys-Seitenketten abgefangen zu werden.

Das Proteasom ist als vierschichtiger Zylinder o,f3,(,a
organisiert.'””! Bei Hefe sind in jedem Siebenerring drei von
sieben -Untereinheiten aktiv, was aus der Selbstspaltung des
[-Vorstufenstrangs an der Position Gly,s—Thr;s und der Frei-
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Schema 33. a) Der Selbstspaltungsmechanismus von Peptidbindungen
verlduft tber ein tetraedrisches cyclisches Addukt, das beim Angriff
einer nucleophilen Seitenkette auf die unmittelbar stromaufwirts gele-
gene Peptidbindung gebildet wird. Das Addukt wird durch die Spal-
tung der C-N-Bindung wieder aufgel6st, wobei die urspriingliche Pep-
tidbindung gebrochen und eine Oxo- oder Thioesterbindung geschlos-
sen wird. b) Der Ester kann durch eine Reihe von Nucleophilen abge-
fangen werden, einschliefRlich Wasser.

legung von Thr als neuer N-Terminus hervorgeht.'%11% Ein-
geleitet wird die Spaltung durch den Angriff der Thrys-Sei-
tenkette auf die benachbarte Carbonylfunktion, wodurch die
jetzt freie Aminfunktion des neuen Thr, als Nucleophil fiir die
katalytische Proteinsubstratspaltung eingerichtet wird.
Dieser Mechanismus erklart, warum das Vorstufenprotein
inaktiv sein muss.'"'! Die B-Untereinheit des Proteasoms
gehort zu einer Klasse von mehreren Proenzymen, die das N-
terminale Nucleophil als katalytische Einheit durch Selbst-
spaltung freisetzen.['””

Bei einer verwandten Klasse von Enzymvorstufen leitet
die CH,OH-Gruppe eines Serinrestes die Spaltung an einer
Carbonylfunktion ein, die wegen der Faltung nicht weit ent-
fernt lokalisiert ist. Wie oben schon ausgefiihrt, lagert sich das
tetraedrische Addukt unter Spaltung der urspriinglichen C-N-
Peptidbindung zu einem O-Ester um. Nach Abspaltung der
RO-Gruppe von diesem Ester resultiert am N-Terminus des
stromabwirts gelegenen Stranges des zweistridngigen Pro-
dukts ein Dehydroalaninrest (Schema 34).1'%! Nach Hydrati-
sierung und Ketonisierung bildet sich am N-Terminus des
aktiven Enzyms eine Pyruvamidgruppe. Dieser gerichtete
autoproteolytische Prozess bringt eine Ketoneinheit hervor,
die den N-Terminus elektrophil macht, statt nucleophil wie in
den vorigen Beispielen. Der N-Terminus, das aktive Zentrum
des Enzyms, fungiert folglich fiir das Substrat Aspartat als
Elektronensenke. Nach Decarboxylierung des neu entstan-
denen Aspartyl-Imino-Enzymkomplexes und anschlieBender
Hydrolyse des gebundenen Iminprodukts resultiert 3-Alanin,
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Schema 34. Nach der Selbstspaltung von Peptiden an einer X-Ser-Ver-
kniipfung folgt eine Eliminierung der Ser-3-OH-Gruppe und eine Tau-
tomerisierung zur N-terminalen Pyruvamidgruppe. Diese Gruppe wirkt
als Elektronensenke und bildet mit Aminosiuresubstraten ein Imin,
das Carbanionen den Zugang erleichtert (im Beispiel Decarboxylierung
von Asp).

ein bei der CoASH-Biosynthese benotigtes Zwischenpro-
dukt.'*?

Das dritte Beispiel fiir die Autoproteolyse eines Vorstu-
fenproteins ist die Reifung des Hedgehog-Proteins, das in der
Membranebene der eukaryotischen Plasmamembran frei
diffundieren muss, um seine Signalgebungsfunktion auszu-
iiben. Das Protein ist kovalent an die Membran durch einen
C-terminalen Lipidanker gebunden, hier durch die Vereste-
rung einer Cholesterineinheit mit der C-terminalen Carb-
oxylfunktion."® Diese Esterbriicke stammt aus dem Selbst-
spaltungsintermediat, das schon in den ersten beiden Bei-
spielen vorkam. Der Umlagerungsmechanismus, mit dem die
Peptidbindung im Vorstufenprotein zu einem Oxoester um-
gewandelt wird, ist identisch wie in den vorigen zwei Bei-
spielen. Im vorliegenden Fall wird aber das Acylfragment aus
dem Vorstufenprotein nicht von Wasser abgefangen (Hy-
drolyse), vielmehr bindet nun Cholesterin an eine spezifische
Bindungsstelle. Das kinetisch bevorzugte Nucleophil ist die
3’-OH-Funktion von Cholesterin, und aus der Cholesterolyse
geht als biologisch aktives Produkt ein Peptidylcholesterin-
ester hervor (Schema 32c¢).

Diese drei Selbstspaltungsvarianten von fertig gefalteten
Vorstufenproteinen (Schema 32) fithren entweder zu a) zwei
gewoOhnlichen Peptidfragmenten, b) einem stromabwirts ge-
legenen Fragment mit N-terminaler Pyruvamidgruppe oder
¢) einem stromaufwiirts gelegenen Fragment mit C-termina-
lem Cholesterinester. Dies verdeutlicht die Vielseitigkeit
dieses Reaktionswegs, bei dem die Autokatalyse aus einer
Peptidbindung ein gemeinsames Zwischenprodukt hervor-
bringt und die Umlagerung dieses Zwischenprodukts zum
Ester als Endprodukt selektiv gesteuert wird. Bei allen drei
Beispielen verlduft die Fragmentierung der Peptidbindung
irreversibel.

8.2. Selbstspaltung und Religation: Proteinspleifen
Bei der letzten Selbstspaltungsvariante eines Vorstufen-
proteins wird der als Zwischenprodukt entstehende Ester

(oder Thioester, wenn die Thiolfunktion von Cys die be-
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nachbarte stromaufwirts gelegene Peptidbindung angreift)
durch ein intramolekulares Nucleophil abgefangen, statt
durch externes HOH oder ROH. Als interne Nucleophile
fungieren die in der gefalteten stromabwirts gelegenen
Doméne des Vorstufenproteins befindlichen Seitenketten
von Ser, Thr oder Cys. Dieser Vorgang ist das Prinzip des
Proteinspleiflens, d.h. der Selbstspaltung und Religation von
Peptidbindungen, wie es von iiber 100 Bakterien- und Hefe-
proteinen einschlieBlich der DNA-Polymerasen und ATP-
asen praktiziert wird.'" ¥ Zunschst wird die Peptidbindung
an der Kreuzungsstelle des stromaufwirts gelegenen Bereichs
von Extein und Intein gespalten, und es entsteht als Zwi-
schenprodukt ein Extein;-Intein-O-Ester. Diesen Ester fangt
das an der Intein-Extein,-Grenze lokalisierte interne Nuc-
leophil ab (Schema 35), wobei ein Zwischenprodukt mit La-
riatstruktur erzeugt wird. Die Teilnahme einer am stromab-
wirts gelegenen Ende von Intein lokalisierten Asn-Seiten-
kette vollendet die Exzision von Intein, und nach Auflosung
der Lariatstruktur resultiert als neues Zwischenprodukt wie-
derum ein Ester (Thioester). Da die Verschiebung von Acyl-
O oder Acyl-S zu Acyl-N thermodynamisch begiinstigt ist,
bildet sich zwischen Extein, und Extein, wieder eine Peptid-
bindung.

Evolutionir gesehen ist diese Proteinbiochemie alt (sie
wird bei Proteinen aus Archaea angetroffen) und konnte der
Urahn der anderen in diesem Abschnitt beschriebenen

Angewandte

Selbstspaltungen sein. Die bemerkenswerte Eigenschaft der
Peptidbindungsspaltung ist ihre Reversibilitidt, die in den
besonderen Strukturgegebenheiten der gefalteten Zwischen-
produkte begriindet liegt. Die Struktur ist so angelegt, dass
die intramolekulare Acyliibertragung wihrend des Splei3ens
nicht durch das starke Nucleophil Wasser gestort wird. In dem
Male, wie es sich hier um ,alte“ Proteinchemie handelt,
miissen folgerichtig die Acyloxoester und Acylthioester als
uranfiangliche Zwischenprodukte bei Proteinreaktionen fun-
giert haben, und noch immer sind sie héufig bei den post-
translationalen Proteinreifungsreaktionen anzutreffen. Das
Proteinspleilen findet auBerdem viele praktische Anwen-
dungen, so etwa bei der Modifikation von rekombinanten

Proteinen mit synthetischen Peptiden durch Proteinligati-
on. [109.115]

9. Umlagerungen von Peptidbindungen ohne
Selbstspaltung

9.1. Bildung des Fluorophors im griinen Fluoreszenzprotein
(GFP)

Fine spektakuldre Klasse von autokatalytischen post-
translationalen Umlagerungen des Peptidriickgrats gefalteter
Proteine ist die Reifung von Chromoproteinen wie dem
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Schema 35. Selbstspaltung, Exzision von Intein und Religation des Peptids wihrend des Proteinspleiflens: Nach Bildung des Thioesters wihrend
der Selbstspaltung der Peptidbindung folgt eine Transthiolierung auf das an der Intein-Extein,-Grenze lokalisierte Cystein. Das Zwischenprodukt
mit Lariatstruktur reagiert unter Beteiligung des am C-Terminus von Intein lokalisierten Asn weiter. Der resultierende Thioester bildet die Peptid-
bindung zwischen Extein,-Extein, durch S-N-Acylverschiebung wieder zuriick.
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griinen und dem roten Fluoreszenzprotein (Schema 36a).1'°!

Das Vorstufenprotein faltet sich in eine $-Zylinderstruktur,
und nur in der nativen Konformation kann die Chromo-
phorbildung stattfinden. In der gefalteten GFP-Vorstufe liegt

a) :B

OH 0,5 o o
/I;/H i %\/\/ H 66 H0 ’IM// + R

N H/\Ww o1 N7 / N
o fo! NH NH 9
. /—55(%?\ OH OH
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Schema 36. a) Umwandlung der Vorstufe des griinen Fluoreszenzpro-
teins (GFP) zur griin fluoreszierenden Form durch autokatalytische
Umlagerung des Tripeptids SergTyresGlys;: Nach Bildung eines cycli-
schen tetraedrischen Addukts und dessen Dehydratisierung entsteht
ein noch nicht fluoreszierender Heterocyclus. Vervollstindigt wird die
Fluorophorbildung durch langsame, sauerstoffabhingige Oxidation,
die das konjugierte System erweitert und das Tyr-Chromophor mit
dem Heterocyclus in Konjugation bringt; b) Das Protein DsRed aus
Korallen ist ein dhnliches Protein und enthilt als Fluorophor statt der
SerTyrGly-Sequenz das Tripeptid GlnggTyr,;Glygs. Der Weg zur endgiilti-
gen roten Form verlduft iiber eine griine Zwischenstufe.

die Tripeptidschleife Serys TyresGlys; in sterisch komprimierter
Form vor, die den Angriff der NH-Funktion des Gly,;-Amids
an die benachbarte Peptidcarbonylfunktion ermoglicht.
Daraus resultiert ein fiinfgliedriges tetraedrisches Addukt,
das an die Anfangsreaktionen der Umlagerungen von Ab-
schnitt 8 erinnert. Dieses Addukt wird zu einer stabilen cy-
clischen Spezies dehydratisiert, die langsam unter Bildung
einer mit dem Phenolring von Tyre konjugierten Doppel-
bindung autoxidiert. Bei diesem letzten oxidativen Schritt
entsteht das Chromophor mit einem Absorptionsmaximum
bei 506 nm und griiner Fluoreszenz, die von bestimmten
Coelenteraten (Hohltieren) zur Energiespeicherung genutzt
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werden. Bei verwandten Coelenteraten findet sich eine &hn-
liche Vorstufe mit der Anfangstripeptidsequenz QYG, aus
der nach Umlagerung und oxidativer Reifung das DsRed-
Fluorophor hervorgeht (Schema 36b)."""" Fluorophore mit
verdnderten Farbtonungen, einschlielich Cyan und Gold,
wurden durch Protein-Engineering und evolutionsmimeti-
sche Verfahren hergestellt und in Untersuchungen des reso-
nanten Fluoreszenzenergietransfers zwischen Paaren von
GFP-Varianten genutzt.

9.2. Das Methylenimidazolonchromophor

In einer Schleife der gefalteten Proenzymform der Phe-
nylalanin- und Histidin-Desaminasen ist ein dhnliches Tri-
peptidsequon lokalisiert, das mit einer verwandten Umlage-
rung einen Imidazolonring erzeugt, der dann bei der Des-
aminierung des Aminsubstrats als ein im aktiven Zentrum
lokalisiertes Elektrophil fungiert (Schema 37a).l"'811 Bei der
Histidin-Desaminase aus Pseudomonas wandelt sich das in
einer Schleife lokalisierte Tripeptid Ala,,,Ser;4,3Gly,4, in einen
kompakten Heterocyclus um, wobei vermutlich der Stickstoff
von Gly,,, die Carbonylfunktion von Ala,,, angreift. Das cy-
clische tetraedrische Addukt gibt ein Wassermolekiil ab und
bildet die C=N-Bindung des Imidazolons. Unter Verlust der
OH-Gruppe aus der Ser, ;-Seitenkette wird die neue Dop-
pelbindung in Konjugation gebracht und die prosthetische
Gruppe 4-Methylen-5-imidazolon (MIO) hergestellt. Dieses
Biindel an Transformationen macht aus einer Tripeptid-
schleife einen elektrophilen heterocyclischen Cofaktor und
stellt somit das aktive Enzym her. Im reifen, aktiven Enzym
kann der MIO-Heterocyclus durch ein Aminsubstrat ange-
griffen werden, worauf zunéchst das H abgespalten wird und
dann nach Ammoniak-Eliminierung Urocaninsdure sowie
der Cofaktor mit nach wie vor gebundener Aminfunktion
gebildet werden (Schema 37b). Nach der Freisetzung von
NH; steht somit der MIO-Cofaktor wieder fiir den néchsten
Katalysezyklus bereit.'”

10. Schlussfolgerungen

Dieser Aufsatz iiber posttranslationale Proteinmodifika-
tionen hat nicht den Anspruch, die mehr als 200 bekannten
kovalenten Modifikationen erschopfend zu behandeln (siche
Lit. [3] fiir eine breitere Ubersicht). SchwerpunktmiBig in-
teressiert uns vielmehr, wie chemische Gruppen verbreiteter
Cofaktoren und Coenzyme an die Seitenketten von 15 der 20
proteinogenen Aminosduren angefiigt werden und so das
Proteom strukturell und funktional erweitern. Die Kapazi-
taten des urspriinglichen, genetisch codierten Proteininven-
tars werden so drastisch erweitert. Modifizierte Proteine
haben vielseitigere Moglichkeiten in der Katalyse, beim
Auslosen und Beenden von Signalkaskaden, bei der Infor-
mationsintegration an vielen metabolischen Schnittstellen
und bei der Verdnderung zellulirer Adressen. Die post-
translationale Proteomdiversifizierung kann die molekularen
Mechanismen beleuchten, die hinter dem epigenetischen
Erwerb von neuen Proteinfunktionen stecken.
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Schema 37. a) Bei der Selbstaktivierung von Histidin- und Phenylalanin-Ammoniaklyasen wird analog zur GFP-
Reifung eine Tripeptidschleife umgelagert. Ala,,,Ser,,;Gly,,, lagert sich zu dem kompakten Heterocyclus 4-Me-
thylen-5-imidazolon (MIO) um; b) MIO ist ein elektrophiler Cofaktor und wird von den Aminogruppen von
Phe oder His angegriffen. Daran schlief3t sich eine ao,3-Eliminierung von NH, und H zu Ammoniak und den

olefinischen, desaminierten Siuren Urocaninsiure und Zimtsiure an.

Die Prézision, mit der die Proteasen spezifische Peptid-
bindungen von ausgewihlten Proteinsubstraten schneiden —
speziell von solchen, die gerade die Sektretionskomparti-
mente passieren —, macht deutlich, dass die Proteasen nicht
als ,,stumpfe Werkzeuge* des Zellkontrollsystems anzusehen
sind. Der Umstand, dass Proteine wihrend ihres Lebenszy-
klus durch aufeinander folgende Runden limitierter Proteo-
lyse an die Zelloberfldche sekretiert, dort von Liganden
empfangen und wieder zum Kern zuriickgeschickt werden,
zeigt, wie ausgekliigelt die molekularen Mechanismen bei der
Proteolyse der Vorstufenproteine arbeiten.

Proteine helfen sich selbst beim Aufbau von neuen
funktionalen Gruppen. Gefaltete Proteinvorstufen weisen die
bemerkenswerte Fahigkeit auf, fiir katalytische Aktivitidten
oder den Einfang von Lichtenergie autokatalytisch Peptid-
schleifen in cyclische Derivate umzuwandeln. Durch kon-
trollierte autokatalytische Spaltungen, eine wahrscheinlich
rudimentédre Fahigkeit von Proteinen, werden N-terminale
Nucleophile, N-terminale Elektrophile (Pyruvamidgruppen)
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Bakterientoxine, die das Cytoskelett
von eukaryotischen Zellen zersto-
ren. Die prézise koordinierte Ace-
tylierung, = Methylierung,  Phos-
phorylierung und Ubiquitinierung
der Histon-Enden im Nucleosom
verdeutlicht, wie fein abgestimmt
die molekularen = Mechanismen
posttranslationaler Proteinmodifikationen zur Steuerung der
Genexpression sein miissen.

Mit dem Aufkommen vieler Varianten der hochauflo-
senden Massenspektrometrie konnen nun kovalente Verin-
derungen in Proteinen auBlerhalb der genetisch codierten
Sequenz nachgewiesen und lokalisiert werden. Eine Katalo-
gisierung der Proteinvarianten, die in den verschiedenen
Subproteomen vorhanden sind (im Phosphoproteom, im
ubiquitinierten Proteom und bei den molekularen Modifika-
tionsvarianten der Histone im Nucleosom, die zu unter-
schiedlicher Transkriptionsaktivitdt fiithren), liefert stets
wichtige Parameter, die zur vollstdndigen Beschreibung der
Proteinzusammensetzung des Proteoms hilfreich sind.

Wir danken M. Fischbach fiir seine Unterstiitzung bei der Er-
stellung des Vortitels.
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