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Proteinfaltung

Regulation der Chaperonaktivitat im
endoplasmatischen Retikulum
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Maintenance of protein homeostasis depends on cellular stress
response pathways that mediate adaptive changes in gene expression.
In the endoplasmic reticulum additional mechanisms adjust the availa-
bility of the abundant Hsp70-type chaperone, BiP, during short-term
fluctuations in the unfolded protein load. Here, recent insights into the
regulation of BiP by incorporation into inactive oligomers and reversi-

ble AMPylation are discussed.
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B Etwa ein Drittel der im Genom eukaryoti-
scher Zellen codierten Proteine wird sekre-
tiert oder in Membranen eingebaut. Die meis-
ten dieser Proteine werden bereits wahrend
ihrer Synthese zu einem spezialisierten
Organell, dem endoplasmatischen Retikulum
(ER), transportiert. Dort falten sekretorische
Proteine in ihre native Struktur und werden
ggf. in groBere Komplexe eingebaut bevor sie
zu ihren Zielorten weitertransportiert wer-
den. Zudem finden ER-spezifische Maturie-
rungsprozesse, wie N-Glykosylierung und die
Bildung von Disulfidbindungen, statt. Die
Faltung neu-synthetisierter Proteine ist der
storanfalligste Schritt der Genexpression
und eine groBe Herausforderung fiir Zellen.
Daher ist das ER mit einem stringenten Qua-
lititskontrollsystem ausgestattet, das die
korrekte Faltung von Proteinen begiinstigt
und den Abbau fehlgefalteter Proteine einlei-
tet, bevor sie das ER verlassen. Storungen in
diesen Prozessen konnen zelluldre Funktio-
nen beeintrichtigen und stehen im Zusam-
menhang mit einer Vielzahl von Krankheiten

[1].

Proteinhomoéostase im ER

Molekulare Chaperone sind Proteine, die mit
anderen entfalteten oder fehlgefalteten Pro-
teinen interagieren und somit deren Aggre-
gation verhindern. Dadurch spielen Chape-
rone eine zentrale Rolle in der Proteinquali-
tatskontrolle (PQ) und tragen entscheidend
zur zellularen Faltungskapazitat bei. Um die

zellulare Proteinhomoostase zu wahren,
miissen sich Chaperone und ihre Substrate
stets im Gleichgewicht zueinander befinden.
Ein Uberschuss an entfalteten Proteinen
flihrt zu zellschadigendem Faltungsstress.
Wenn sich die Konzentration entfalteter Pro-
teine andert, muss daher die Faltungskapa-
zitdt entsprechend angepasst werden.

Faltungsstress kann u. a. durch oxidative
Veranderungen von Proteinen, Hitze oder
Mutationen verursacht werden. Eine Ande-
rung des Chaperonbedarfs tritt aber auch
dann auf, wenn sich die Proteinsyntheserate
andert. Zelluldre Signalwege erhohen daher
bei Anhdufung entfalteter Proteine die
Expression von Chaperonen, um die Balance
zwischen Chaperonen und Substraten wie-
derherzustellen. Im Fall des ER ibernimmt
diese Aufgabe der unfolded protein response
(UPR) [2]. Fiir sekretorische Zelltypen viel-
zelliger Organismen ist die dynamische
Anpassung der Faltungskapazitiat im ER von
besonderer Bedeutung, da diese grofen phy-
siologischen Schwankungen der Proteinsyn-
these unterliegen. Dies betrifft v. a. Zellen
des Immun- und Nervensystems sowie der
Driisengewebe.

Das ER-Chaperon BiP

BiP (immunglobulin heavy-chain binding pro-
tein) ist eines der wichtigsten Chaperone im
ER. Es liegt dort bereits unter normalen
Bedingungen in hoher Konzentration vor, die
bei anhaltendem Faltungsstress sogar weiter

ansteigt. Neben der klassischen Chaperon-
funktion hat BiP eine wichtige Aufgabe bei
der Regulation des UPR und ist somit essen-
ziell fiir die Proteinhomgostase im ER.

BiP gehort zur Familie der Hsp70-Chape-
rone und besteht aus einer Nukleotidbinde-
doméne (NBD) sowie einer Substratbindedo-
maine (SBD). Beide sind {iber ein Linkerpep-
tid miteinander verbunden (Abb. 1A). Die
Interaktion zwischen BiP und seinen Sub-
straten ist hoch dynamisch und wird alloste-
risch reguliert. Dabei gehen aufeinander
folgende Zyklen von Adenosintriphos-
phat(ATP)-Bindung und -Hydrolyse mit gro-
Ben Konformationsanderungen in BiP einher.
Im ATP-gebundenen Zustand hat BiP eine
geringe Affinitat fiir Substrate, wohingegen
die ATP-Hydrolyse zu starker Substratbin-
dung fiihrt. Des Weiteren beeinflussen
Kofaktoren einzelne Schritte des Zyklus:
J-Doménenproteine rekrutieren Substrate
und stimulieren die ATP-Hydrolyserate von
BiP, wahrend Nukleotidaustauschfaktoren
die Dissoziation von Adenosindiphosphat
(ADP) beschleunigen (Abb. 1B).

Zur Aufrechterhaltung der Proteinhomoo-
stase muss BiP im richtigen stochiometri-
schen Verhéltnis zu seinen Substraten vor-
liegen. Eine Uberproduktion von BiP beein-
trachtigt beispielsweise die Sekretion einiger
Proteine sowie die Aktivierung des UPR. Eine
grundlegende Frage ist deshalb, wie die Ver-
fligbarkeit von aktivem BiP effizient an sich
rasch dndernde Proteinsyntheseraten und
Substratkonzentrationen angepasst werden
kann. Eine Regulation ausschlieBlich durch
Produktion und Abbau von BiP scheint zu
langsam, um eine effektive Anpassung an
kurzzeitige Veranderungen zu gewahrleis-
ten. Interessanterweise wurden kiirzlich
Mechanismen beschrieben, welche die Akti-
vitat von vorhandenem BiP regulieren: Oligo-
merisierung und AMPylierung.

Die Oligomerisierung von BiP

Seit langem wird bereits beobachtet, dass
gereinigtes BiP homotypische Komplexe, also
Oligomere, bildet, deren molekulare Architek-
tur und physiologische Relevanz jedoch lange
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A Abb. 1: Aufbau und nukleotidabh&ngige Konformationen von BiP. A, BiP besteht aus einer Nuk-
leotidbindedomane (NBD) und einer Substratebindedoméne (SBD), welche iiber ein Linkerpeptid
miteinander verbunden sind. B, Im ATP-gebundenen Zustand besitzt BiP geringe Substratbinde-
affinitat. ATP-Hydrolyse zu ADP und Orthophosphat (P,), welche durch J-Doménenproteine (JDP)
stimuliert werden kann, verursacht eine Konformationsanderung und fiihrt zu verstérkter Substrat-
bindung. Der Austausch von ADP zu ATP hat den entgegengesetzten Effekt und wird durch Nukleo-
tidaustauschfaktoren (NEF) beschleunigt.
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A Abb. 2: Posttranslationale Regulation von BiP. Bei Faltungsstress im ER hédufen sich entfaltete
Substratproteine an, welche direkt mit Oligomerisierung um freies, ATP-gebundenes BiP konkur-
rieren. Ebenso konkurrieren entfaltete Proteine mit der Bindung von BiP an UPR-Signalmolekiile,
was zu deren Aktivierung bei Faltungsstress beitrégt. Bei sinkendem Stressniveau wird iiber-
schissiges BiP durch FICD-abhangige, reversible AMPylierung (BiP-AMP) inaktiviert. ]-Domé&nen-
proteine (JDP) und Nukleotidaustauschfaktoren (NEF) tragen zur dynamischen Interaktion von BiP
mit seinen Substraten bei.

unklar blieb. Neue biochemische Analysen
zeigten nun, dass diese Oligomere auf Sub-
stratinteraktionen zwischen einzelnen BiP-
Proteinen beruhen, wobei die SBD eines BiP-
Molekiils die Linkerregion eines benachbar-
ten Molekiils bindet (Abb. 2, [3]). Dadurch
sind die meisten Substratbindestellen inner-
halb der Oligomere belegt. Aufgrund dieser
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Eigenschaft steht Oligomerisierung von BiP in
direkter Konkurrenz mit Substratbindung.
Diese Art der Speicherung von iiberschiissi-
gem BiP kann somit hinderliche Interaktionen
mit neu synthetisierten und korrekt gefalteten
Proteinen verhindern. Erhoht sich hingegen
der Chaperonbedarf, steht BiP umgehend fiir
die Interaktion mit konkurrierenden Substra-

ten zur Verfligung. Entsprechend konnten
BiP-Oligomere in Lysaten von Sdugerzellen
nachgewiesen werden, welche jedoch ver-
schwanden, wenn kurz vor der Lyse Faltungs-
stress im ER induziert wurde [3].

Die AMPylierung von BiP

BiP wird unter bestimmten Bedingungen
kovalent modifiziert. Friihe Zellkulturstudien
legten den Schluss nahe, dass es sich dabei
um ADP-Ribosylierung handelt. Dies konnte
jedoch tiber Jahrzehnte hinweg nicht zwei-
felsfrei bewiesen werden. Einiges deutete
aber darauf hin, dass BiP durch die Modifika-
tion inaktiviert wird: Die Modifikation tritt
verstarkt auf, wenn die Proteinsynthese
abnimmt und die Konzentration der BiP-
Substrate sinkt. Umgekehrt verschwindet sie
rasch bei Faltungsstress.

Jiingste Studien fanden nun heraus, dass
FICD, ein im ER lokalisiertes Enzym, Adeno-
sinmonophosphat (AMP) auf BiP tibertragen
kann (Abb. 2 und 3, [4, 5]). Dies geschieht
unter Verwendung von ATP. Die daraus ent-
stehende Modifikation wird AMPylierung
genannt und dhnelt chemisch der ADP-Ribo-
sylierung.

Fic-Adenylytransferasen gehoren zu einer
Familie von AMPylierenden Enzymen, die
bislang hauptsachlich in pathogenen Bakte-
rien untersucht wurden. FICD ist der einzige
eukaryotische Vertreter aus dieser Familie
und kommt nur in hoher entwickelten Meta-
zoen vor. Deletion des FICD-Gens in Sauger-
zellen fiihrt zum vollstandigen Verlust nach-
weisbarer BiP-Modifikation, was nahelegt,
dass AMPylierung die quantitativ wichtigste
Modifikation von BiP ist [6]. Weitere bioche-
mische und strukturbiologische Analysen
zeigten, dass BiP an einer einzigen Amino-
sdure in der SBD (Threonin 518) AMPyliert
wird. Dadurch wird BiP allosterisch in einer
Konformation festgehalten, die dem ATP-
gebundenen Zustand dhnelt, was die Anre-
gung der ATP-Hydrolyserate durch J-Doma-
nenproteine verhindert und den Chaperon-
zyklus blockiert [7, 8]. Diese Eigenschaften
erklaren, warum modifiziertes BiP nur eine
geringe Affinitdt fiir Substrate besitzt.

Erstaunlicherweise kann FICD die AMPy-
lierung von BiP auch riickgdngig machen,
wobei AMP hydrolytisch abgespalten wird
(deAMPylierung) und BiP seine vollstandige
Funktionsfahigkeit wiedererlangt (Abb. 3,
[9]). Damit ist FICD ein seltenes Beispiel fiir
ein Enzym, welches mittels eines einzigen
aktiven Zentrums eine chemische Gruppe an
ein Zielprotein sowohl kovalent anbringen
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als auch entfernen kann. Tatsdchlich besitzt
FICD im Grundzustand fast ausschlieBlich
deAMPylierungsaktiviat. Das heiBt, wenn der
Chaperonbedarf im ER sinkt, muss FICD in
den AMPylierungsmodus umschalten, um
iiberschiissiges BiP zu inaktivieren. Wenn
der Chaperonbedarf hingegen wieder
ansteigt, scheint die Grundaktivitat von FICD
zu dominieren, was die Konzentration von
aktivem BiP durch deAMPylierung erhoht.
Wie die entgegengesetzten Aktivitaten von
FICD an das Stressniveau im ER gekoppelt
sind, ist bislang unbekannt.

Perspektiven

Die neuen Befunde haben unser Verstdndnis
von der Regulation der Faltungskapazitat im
ER maBgeblich erweitert. Demnach spielt die
UPR-abhdngige Anpassung der Chaperonex-
pression eine zentrale Rolle bei langfristiger
Anderung des Chaperonbedarfs, z. B. wih-
rend der Zelldifferenzierung oder bei anhal-
tendem Faltungsstress. Posttranslationale

Mechanismen hingegen erlauben eine
schnellere Anpassung an kurzzeitige
Schwankungen in der Konzentration entfal-
teter Proteine. Moglicherweise ist dies im ER
vielzelliger Organismen besonders wichtig,
um bei periodisch wiederkehrenden Ande-
rungen der Proteinsyntheserate eine effizi-
ente Sekretion zu gewahrleisten. Es bleiben
jedoch viele Fragen offen. Beispielsweise ist
unklar, ob BiP noch auf anderer Ebene regu-
liert wird und wie die einzelnen Steuerme-
chanismen in verschiedenen Zelltypen
zusammenspielen. Zudem ist FICD aufgrund
seiner besonderen enzymatischen Eigen-
schaften und Spezifitat fiir BiP ein interes-
santes Zielprotein, um die Proteinhomdosta-
se im ER pharmakologisch zu beeinflussen.
Grundsatzlich konnte die gezielte Manipula-
tion der Chaperonaktivitat helfen, der alte-
rungsbedingten Beeintrachtigung der Prote-
infaltung und den damit verbundenen
Erkrankungen entgegenzuwirken. |
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