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külen, die immer durch den gleichen Lysin-
rest verknüpft sind, während heterogene 
Ketten über verschiedene Lysinreste ver-
knüpft sind. Unterschiedliche Ketten üben 
verschiedene Funktionen in der Zelle aus. 
K48-verknüpfte Ketten sind z. B. das vorwie-
gende Signal für den proteasomalen Abbau, 
während K63-verknüpfte Ketten in nicht-
proteolytische Funktionen wie DNA-Repara-
tur und dem NF-κB-Signaltransduktionsweg 
involviert sind [3]. 

Für die restlichen fü nf homogen verknüpf-
ten Ub-Ketten sind nur bedingt Informatio-
nen über die jeweilige Funktion verfügbar 
[4, 5]. K6-verknüpfte Ketten sp ielen eine 
wichtige Rolle für DNA-Reparatur sowie 
Parkin-gesteuerte Mitophagie. K11-ver-
knüpfte Ketten dienen neben K48-verknüpf-
ten Ketten als ein wichtiges proteasomales 
Abbausignal, insbesondere bei der Regulati-
on des Zell zyklus. K27-verknüpfte Ketten 
hingegen wurden Funktionen bei DNA-Repa-
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ó Die kovalente Anheftung von Ubiquitin 
(Ub) an Substratproteine (Ubiquitylierung) 
ist eine der komplexesten und vielfältigsten 
posttranslationalen Modifi kationen in Euka-
ryoten [1]. V iele zelluläre Prozesse wie Pro-
teinabbau, Zellteilung und Signaltransduk-
tion werden durch Ubiquitylierung reguliert. 
Dementsprechend sind viele verschiedene 
Krankheiten wie Krebs oder neurodegenera-
tive Erkrankungen eng mit Störungen beim 
Prozess der Ubiquitylierung verbunden [2]. 

Di e Ubiquitylierung wird durch drei Klas-
sen von Enzymen katalysiert [1]: 
– E1: Ub-aktivierende Enzyme,
– E2: Ub-konjugierende Enzyme und
– E3: Ub-Ligasen.

Letztere sind maßgeblich an der Bildung 
einer Isopeptidbindung zwischen der C-ter-
minalen Carboxylgruppe von Ubiquitin und 
der ε-Amino-Gruppe eines Lysinrests des 
Substratproteins beteiligt [3]. Über  die Anhef-
tung einzelner Ub-Moleküle (Mono-Ubiquity-
lierung) hinaus kann Ub selbst ebenfalls als 
Substrat dienen, was zur Bildung von Ub-
Ketten (Polyubiquitylierung) führt. Je nach-
dem welcher der sieben Lysine (K6, K11, K27, 
K29, K33, K48, K63) – bzw. der N-terminalen 
Methioninreste) – für die Verknüpfung benutzt 
wird, werden unterschiedliche Kettentypen 
gebildet. Somit können Proteine theoretisch 
mit einer beinahe unendlichen Vielzahl 

unterschiedlicher Ub-Ketten modifi ziert wer-
den. Des Weiteren wird zwischen homogenen 
und heterogenen Ketten unterschieden. 
Homogene Ub-Ketten bestehen aus Ub-Mole-
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Die Länge spezifi scher Ubiquitin-
ketten beeinfl usst ihre Erkennung

˚ Abb. 1: Synthese homogener Ubiquitin(Ub)-Ketten. A, Schema zur Herstellung Triazol-ver-
knüpfter Ub-Ketten, einschließlich des Einbaus von Azidohomoalanin (Aha) in Ub in Escherichia 
coli, bioorthogonaler Modifi kation von Ub mittels Propargylacrylat (PA) und Protein-Polymerisie-
rung über CuAAC (copper(I)-catalyzed alkyne-azide cycloaddition). B, Die resultierenden Ketten 
wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie-Blue-Färbung gefärbt. C, SDS-PAGE-
Analyse der Trennung der Ub-Polymere über GELFrEE-Fraktionierung (gel eluted liquid fraction 
entrapment electrophoresis): IP Input, 1-12 Elutionsfraktionen mit den jeweiligen Kettenlängen. 
Nach [11, 12], © John Wiley & Sons, Inc.
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Konformation der Ub-Moleküle zueinander 
eine wichtige Rolle [6], da diese von spezifi -
schen Ub-Bindeproteinen  (UBP) erkannt 
wird. Ein generelles Modell, wie UBP spezi-
fi sche Charakteristika wie Topologie und 
Konformation von Ub-Ketten selektiv erken-
nen, besteht bisher jedoch nicht. Strukturel-
le Studien mit Komplexen von UBP und Ub-
Ketten deuten deuten jedoch darauf hin, 
dass die charakteristische Anordnung von 
Ub-bindenden Domänen (UBD) in den UBP 

Signaltransduktion durch Ubiquitin
Die Vielfalt der möglichen Ubiquitinmodifi -
kationen erlaubt es daher, für eine große 
Anzahl unterschiedlicher zellulärer Signale 
zu codieren (Ub-Code). Allgemein wird ange-
nommen, dass die Topologie der jeweiligen 
Ubiquitinkette das Schicksal des modifi zier-
ten Substratproteins beeinflusst. Dabei 
spielt vor allem die Position der Verknüp-
fung innerhalb der Kette und die daraus 
resultierende räumliche Anordnung und 

ratur, Proteinsekretion und Autophagie zuge-
ordnet. K33-Ketten wurden mit verschiede-
nen Prozessen wie TCR-Signaltransduktion 
und post-Golgi-Membrantransport in Verbin-
dung gebracht. Zusammen mit K29-ver-
knüpften Ketten sind K33-verknüpfte Ketten 
an der Regulation von AMPK(AMP-aktivier-
ter Proteinkinase)-ähnlichen Proteinkinasen 
beteiligt. Weiterhin dienen K29-verknüpfte 
Ketten wahrscheinlich als Signal für den 
Abbau durch das Proteasom. 

˚ Abb. 2: Überblick über den Arbeitsablauf für die AP-MS(affi nity purifi cation-mass spectrometry)-basierte Identifi zierung von Interaktionspartnern 
von längen- und verknüpfungsspezifi schen Ubiquitin(Ub)-Ketten. A, Schema für die GELFrEE-Fraktionierung von verknüpfungs spezi fi schen Ub-Ketten 
verschiedener Polymerisierungsgrade. Ub2, Ub4, Ub6+ verknüpft über K27, K29 oder K33 wurden als Affi nitätsmatrix für eine Affi nitätsanreicherung 
von UBPs in HEK293T-Zellysat verwendet. Angereicherte Proteine wurden mittels MS-basierter Proteomik identifi ziert. B, Überblick über die gemeinsa-
men und selektiven Interaktionspartner, die anhand der drei Kettentypen (K27, K29, K33) identifi ziert wurden. C, Hierarchische Gruppierung von statis-
tisch signifi kanten Interaktionen mit l ängen- und verknüpfungsspezifi schen Ub-Ketten. Die interagierenden Proteine sind in den Reihen gezeigt; Spalten 
zeigen die Ub-Variante die als Affi nitätsmatrix benutzt wurde. D, Überblick über längenspezifi sche Interaktionen. Die Zahlen geben die Anzahl an identi-
fi zierten Proteinen an. Nach [11, 12], © John Wiley & Sons, Inc.
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Identifi zierung von verknüpfungs- 
und längenspezifi schen UBP  
Die mithilfe unseres Ansatzes erzeugten 
DUB-resistenten Polymere haben wir in 
HEK293T-Zellysat eingesetzt, um dort mit-
tels eines auf Affi nitätschromatographie und 
Massenspektrometrie basierenden Ansatzes 
ketten- und längenspezifi sche UBP zu iden-
tifi zieren (Abb. 2A). Dazu wurden die jewei-
ligen Ub-Ketten mit einem Desthiobiotin-
Affinitätstag versehen, wodurch sie auf 
Streptavidin-Agarose immobilisiert werden 
konnten. Entscheidend hierfür war, dass wir 
zusätzlich zur Darstellung von Ub-Ketten 
eines defi nierten Verknüpfungstyps  ein Ver-
fahren für die längenspezifi sche Trennung 
der durch CuAAC erzeugten verschiedenen 
Polymerisierungsgrade, entwickelt haben 
[12]. Durch gelbasierte Flüssigfraktion-
Gelektrophorese (GELFrEE-Fraktionierung) 
gelang ei ne Trennung der Ub-Polymere bis 
auf Tetramerebene. Längere Ketten wurden 
als Mischung erhalten (Abb. 1C). Durch die 
anschließende Verwendung der defi nierten 
Ub-Ketten als Affi nitätsmatrix konnten wir 

Herstellung defi nierter Ubiquitin ketten
Für Studien von spezifi sch verknüpften Ub-
Ketten ist vor allem die Herstellung letzterer 
in ausreichender Menge und Reinheit essen-
ziell. Enzymatische und synthetische Metho-
den, die Festphasensynthese sowie chemische 
Prozessierung von Ub-Molekülen be inhalten, 
wurden entwickelt, um diese Hürden zu 
überwinden [9]. Beide Ansätze weisen jedoch 
auch Nachteile auf, wie hoher Arbeitsauf-
wand, geringe Kettenlänge und Unspezifi tät 
der verwendeten Enzyme. Ein weiterer, 
wesentlicher Nachteil der so generierten 
„nativen“ Ub-Ketten ist ihre Anfälligkeit für 
hydrolytische Spaltung durch DUB. Dies 
führt zu einer deutlichen Beschränkung ihrer 
Anwendungsmöglichkeiten in Zellextrakten. 
Um dieser Einschränkung zu begegnen, 
haben wir einen Ansatz entwickelt, der den 
Einbau einer einzelnen unnatürlichen Amino-
säure in Ub über die selective pressure 
incorporation-Methode (SPI) [10] mit 
Michael-Addition sowie mit der Kupfer(I)-
katalysierten Azid-Alkin-Zykloaddition 
(CuAAC) kombiniert  (Abb. 1, [11]). 

zur spezifi schen Erkennung von Ub-Ketten 
maßgeblich beitragen.

Neben der Art der Verknüpfung könnte 
auch die Kettenlänge ein weiteres, noch 
weniger verstandenes Charakteristikum für 
die Erkennung von Ub-Ketten darstellen. 
Einzelne Beispiele für die potenzielle Bedeu-
tung der Ub-Kettenlänge sind bereits 
bekannt. So wurde z. B. gezeigt, dass das 
deubiquitylierende Enzym (DUB) USP5 Ub-
Tetramere mit deutlich höherer Affi nität 
bindet als Dimere und dass das DUB UCH-L3 
bevorzugt kurze Polymere schneidet [7]. Als 
weiteres Beispiel dient das proteasomale 
Transpor tprotein hRad23A, das präferiert 
lange K48-verknüpfte Ub-Ketten bindet [8]. 
Diese Beispiele geben einen ersten Hinweis 
darauf, dass  die Länge einer Ub-Kette neben 
dem Verknüpfungstyp ein weiteres wichti-
ges Element des Ub-Codes darstellt. 

Allerdings gab es bis vor kurzem keine 
Studie, die den Einfl uss der Kettenlänge auf 
die Erkennung von Ub-Ketten generell zum 
Forschungsgegenstand hatte.
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aus HEK293T-Zellysat zahlreiche Proteine 
anreichern und identifi zieren, die spezifi sch 
mit den wenig charakterisierten K27-, K29-, 
und/oder K33-verknüpften Ketten interagie-
ren (Abb. 2B). Des Weiteren zeigen unsere 
Affi nitätsstudien mit längendefi nierten Ub-
Ketten (Ub2, Ub4, Ub6+), dass neben dem Ver-
knüpfungstyp auch die Kettenlänge ein wich-
tiges Element für die spezifi sche Erkennung 
von Ub-Ketten darstellt (Abb. 2C, D). Beson-
ders auffallend ist, dass eine große Zahl von 
UBP präferiert mit längeren Ub-Ketten eines 
Verknüpfungstyps interagiert. 

Bisherige Studien zeigen, dass Ub-Ketten 
eines bestimmten Verknüpfungstyps nicht 
nur eine einzige Konformation, sondern eher 
ein für diesen Verknüpfungstyp spezifi sches 
Ensemble von Konformationen annehmen 
[13]. In diesem Zusammenhang erscheint es 
wahrscheinlich, dass lange Polymere eine 
größere Anzahl verschiedener Konformatio-
nen annehmen können als z. B. Dimere und 
dadurch mehr Möglichkeiten für spezifi sche 
Interaktionsstellen gegeben sind. Dies würde 
längeren Ketten erlauben, mehr Orientierun-
gen von spezifi schen Interaktionsstellen zur 
Verfügung zu stellen als kurze Ketten. Unse-
re Studie liefert somit klare Anhaltspunkte, 
dass die Kettenlänge einen wichtigen Ein-
fl uss auf die Erkennung verschiedener Ub-
Ketten durch UBP hat und dadurch auch 
unmittelbar das Schicksal des entsprechend 
modifi zierten Proteins beeinfl usst.

Ausblick
Der hier vorgestellte Ansatz birgt großes 
Potenzial für die Untersuchung von bisher 
wenig verstandenen Ub-Modifizierungen. 
Dazu gehören z. B. heterogene Ub-Ketten, die 
verschiedene Verknüpfungspunkte aufwei-
sen oder auch verzweigte Ketten. Weiterhin 
kann der Effekt von Modifi zierungen von 
Ubiquitin selbst, durch z. B. Phosphorylie-
rung, Acetylierung oder SUMOylierung, auf 
die Erkennung durch UBP untersucht wer-
den. Ebenfalls von großem Interesse ist es, 
über strukturelle Studien die genauen mole-
kularen Mechanismen aufzuklären, über die 
die Kettenlänge von spezifischen UBP 
erkannt wird. Der hier vorgestellte Ansatz 
stellt somit ein überaus vielfältiges Werk-
zeug dar, um die biochemischen und zellulä-
ren Funktionen der großen Anzahl verschie-
denartiger Ubiquitinmodifi kationen untersu-
chen und besser verstehen zu können. ó
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