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Figure by MIT OCW. 
After Goodsell, D.S. The Oncologist 8, 293-294. 

Courtesy of Sam Griffiths-Jones. Used with permission. 
Source: "Peptide models for protein beta-sheets." 
PhD thesis, University of Nottingham, 2001. 

iiqquuiittiinn mmoonnoommeerrss ttoo aa
iinn ssuubbssttrraattee..

UUbbiiqquuiittiinn iiss aa ssmmaallll,, 7766 aaaa pprrootteeiinn wwhhiicchh
ggeettss aappppeennddeedd ttoo aannootthheerr pprrootteeiinnss,, aass aa
““llaabbeell””.. TThhee pprrootteeiinn ssuubbssttrraattee hhaass aammiinnoo
ggrroouuppss iinn tthhee ssiiddee cchhaaiinnss ooff iittss LLyyss aaaa
rreessiidduueess.. UUbbiiqquuiittiinn hhaass aa CC--tteerrmmiinnaall GGllyy..
TThhee ccaarrbbooxxyyll ggrroouupp ooff tthhiiss GGllyy ffoorrmmss aann
iissooppeeppttiiddee bboonndd wwiitthh tthhee aammiinnoo ggrroouupp ooff
tthhee LLyyss iinn tthhee pprrootteeiinn ssuubbssttrraattee ((sseeee
ffiigguurree))..
UUbbiiqquuiittiinn aallssoo hhaass sseevveerraall LLyyss tthhaatt ccaann
aacctt aass iinntteerrnnaall aacccceeppttoorrss ffoorr bbiinnddiinngg ttoo
tthhee CC--tt GGllyy ooff nneeww uubbiiqquuiittiinn mmoolleeccuulleess,,
aalllloowwiing tthhee ffoorrmmaattiioonn ooff aa cchhaaiinn..



DDIISSCCOOVVEERRYY OOFF TTHHEE RROOLLEE OOFF UUBBIIQQUUIITTIIN
N
IINN PPRROOTTEEIINN DDEEGGRRAADDAATTIIOONN.
.

HHIISSTTOORRIICCAALL FFAACCTTSS.
.
Courtesy of Sam Griffiths-Jones. Used with permission. 
Source: "Peptide models for protein beta-sheets." 
PhD thesis, University of Nottingham, 2001. 

�� ((11997755)) UUbbiiqquuiittiinn wwaass ffiirrsstt iissoollaatteedd bbyy GGiiddeeoonn GGoollddsstteeiinn aanndd
ccoolllleeaagguueess ffrroomm tthhee tthhyymmuuss ((rreeaassoonn wwhhyy iitt wwaass oorriiggiinnaallllyy tthhoouugghhtt ttoo bbee
aa tthhyymmiicc hhoorrmmoonnee))..

�� BBuutt bbeeccaauussee iitt wwaass llaatteerr ffoouunndd iinn aallll ttiissssuueess aanndd eeuukkaarryyoottiicc
oorrggaanniissmmss iitt rreecceeiivveedd tthhee nnaammee ooff UUBBIIQQUUIITTIINN ((ffoorr ‘‘uubbiiqquuiittoouuss’’
pprrootteeiinn))..

�� ((11997777)) HHaarrrriiss GGoollddkknnooppff aanndd IIrraa BBuusscchh ffoouunndd aa DDNNAA--aassssoocciiaatteedd
pprrootteeiinn tthhaatt hhaadd oonnee CC--tt bbuutt ttwwoo NN--tt!! TThhee sshhoorrtt aarrmm ooff tthhiiss YY--
sshhaappeedd uunnuussuuaall pprrootteeiinn wwaass jjooiinneedd tthhrroouugghh iittss CC--tteerrmmiinnaall ttoo tthhee εε--
aammiinnoo ggrroouupp ooff aann iinntteerrnnaall LLyyss ooff tthhee hhiissttoonnee HH22AA..

�� MMaarrggaarreett DDaayyhhooffff ssoooonn iiddeennttiiffiieedd iitt aass UUbbiiqquuiittiinn ((aa pprrootteeiinn
iinniittiiaallllyy ddeessccrriibbeedd aass ffrreeee bbyy GGoollddsstteeiinn))..

�� ((11996699--11997711)) AAvvrraamm HHeerrsshhkkoo ssttuuddiieess rreegguullaattiioonn ooff ttyyrroossiinnee
aammiinnoottrraannssffeerraassee bbyy iittss ddeeggrraaddaattiioonn
ÆÆ hhee ffoouunndd tthhaatt ddeeggrraaddaattiioonn ooff tthhee eennzzyymmee wwaass aarrrreesstteedd bbyy

iinnhhiibbiittoorrss ooff cceelllluullaarr eenneerrggyy pprroodduuccttiioonn ((fflluuoorriiddee,, aazziiddee))
TThhaatt wwaass tthhee ffiirrsstt iinnddiiccaattiioonn tthhaatt aann aass--yyeett--uunnkknnoowwnn eenneerrggyy--
ddeeppeennddeenntt pprrootteeoollyyttiicc ssyysstteemm mmuusstt eexxiisstt..

�� ((11997711--11998800’’ss)) HHeerrsshhkkoo ddeecciiddeedd ttoo iiddeennttiiffyy tthhiiss eenneerrggyy--ddeeppeennddeenntt
ssyysstteemm rreessppoonnssiibbllee ffoorr tthhee ddeeggrraaddaattiioonn ooff pprrootteeiinnss,, bbyy mmeeaannss ooff ccllaassssii
ccaall bbiioocchheemmiissttrryy.. HHiiss aaiimmss wweerree::

-- ttoo rreepprroodduuccee tthhee AATTPP--ddeeppeennddeenntt pprrootteeiinn bbrreeaakkddoowwnn
iinn aa cceellll--ffrreeee ssyysstteemm..
-- ttoo ffrraaccttiioonnaattee ssuucchh ssyysstteemm ttoo ffiinndd tthhee mmooddee ooff aaccttiioonn
ooff iittss ccoommppoonneennttss..



�� ((11997777)) EEttlliinnggeerr aanndd GGoollddbbeerrgg ddiissccoovveerreedd aann AATTPP--ddeeppeennddeenntt
pprrootteeoollyyttiicc ssyysstteemm ooccccuurrrriinngg iinn rreettiiccuullooccyytteess ((rreedd bblloooodd cceellllss))..
TThheerreeffoorree,, HHeerrsshhkkoo,, hheellppeedd bbyy hhiiss ggrraadd ssttuuddeenntt AArroonn cciieecchhaannoovveerr aanndd
IIrrwwiinn
RRoossee ((FFooxx CChhaassee ccaanncceerr CCeenntteerr,, PPhhiillaaddeellpphhiiaa)) ddeecciiddeedd ttoo iissoollaattee tthhee
AATTPP--
ddeeppeennddeenntt pprrootteeoollyyttiicc ssyysstteemm ffrroomm tthheessee cceellllss..

•• RReettiiccuullooccyyttee llyyssaatteess wweerree ffrraaccttiioonnaatteedd oonn DDEEAAEE--cceelllluulloossee
((aanniioonniicc

eexxcchhaannggee cchhrroommaattooggrraapphhyy)) iinnttoo ttwwoo ccrruuddee ffrraaccttiioonnss::
ÆÆ FFxxnn11((nnoott aaddssoorrbbeedd)),, wwiitthh mmoosstt ooff tthhee hheemmoogglloobbiinn ..
ÆÆ FFxxnn22,, pprrootteeiinnss aaddssoorrbbeedd ttoo tthhee rreessiinn aanndd eelluutteedd wwiitthh
hhiigghh ssaalltt..
•• FFxxnn22 hhaadd lloosstt mmoosstt ooff tthhee AATTPP--ddeeppeennddeenntt pprrootteeoollyyttiicc aaccttiivviittyy
aanndd

oonnllyy wwaass rreessttoorreedd wwhheenn ccoommbbiinniinngg bbaacckk FFxxnn11 wwiitthh 22..
••TThhee aaccttiivvee ccoommppoonneenntt iinn FFxxnn11 wwaass iissoollaatteedd iinn bbaassiiss ooff iittss hhiigghh

ssttaabbiilliittyy uuppoonn hheeaatt ttrreeaattmmeenntt:: AAPPFF--11,, ffoorr AATTPP--ddeeppeennddeenntt pprrootteeoollyyssiiss
ffaaccttoorr 11..

……ppoossssiibbllee aaccttiivvaattoorr oorr rreegguullaattoorryy ssuubbuunniitt ooff ootthheerr ccoommppoonneenntt//ss
ooff tthhee ssyysstteemm????

••RRaaddiioollaabbeelliinngg AAPPFF--11 tthheeyy ssaaww ssuubbssttaannttiiaall AATTPP--ddeeppeennddeenntt bbiinnddiinngg
ttoo hhiigghh--mmoolleeccuullaarr wweeiigghhtt pprrootteeiinnss ((ggeell ffiillttrraattiioonn
cchhrroommaattooggrraapphhyy))..

•• IInntteerraaccttiioonn eexxttrreemmeellyy ssttaabbllee iinn tthhee pprreesseennccee ooff ccoonnddiittiioonnss tthhaatt
ddiissrruupptt nnoonn-- ccoovvaalleenntt iinntteerraaccttiioonnss:: iinntteerraaccttiioonn sshhoouulldd bbee ccoovvaalleenntt
((ppeeppttiiddiicc oorr aammiiddiicc lliinnkkaaggee))..

……AAPPFF--11 iinntteerraaccttiinngg nnoott wwiitthh aann aaccttiivvee ccoommppoonneenntt ooff tthhee pprrootteeoollyyttiicc
ssyysstteemm bbuutt wwiitthh pprrootteeiinn ssuubbssttrraatteess????



•• BByy uussiinngg aa ggoooodd ssuubbssttrraattee ffoorr AATTPP--ddeeppeennddeenntt pprrootteeoollyyssiiss,, llyyssoozzyymmee,,
tthheeyy ffoouunndd::

11)) tthhaatt ssiimmiillaarr hhiigghh--mmoolleeccuullaarr wweeiigghhtt ddeerriivvaattiivveess wweerree ffoorr
mmeedd wwhheenn 112255II--llaabbeelleedd AAPPFF--11 wwaass iinnccuubbaatteedd wwiitthh uunnllaabbeelleedd llyyssoozzyymmee
tthhaann wwhheenn 112255II--llaabbeelleedd llyyssoozzyymmee wwaass iinnccuubbaatteedd wwiitthh uunnllaabbeelleedd AAPPFF--11..

22)) aannaallyyssiiss ooff tthhee rraattiioo ooff rraaddiiaaccttiivviittyy iinn AAPPFF--11 aanndd llyyssoozzyymmee
iinnddiiccaatteedd tthhaatt tthhee vvaarriioouuss ddeerriivvaattiivveess ccoonnssiisstteedd ooff iinnccrreeaassiinngg nnuummbbeerrss
ooff AAPPFF--11 mmoolleeccuulleess lliinnkkeedd ttoo oonnee mmoolleeccuullee ooff llyyssoozzyymmee..

((HHeerrsshhkkoo eett aall..,, 11998800))

Courtesy of A. Hershko. Used with permission of 
the author. 
Source: Figure 1 in Hershko et al. "Proposed 
role of ATP in protein breakdown: conjugation of 
protein with multiple chains of the polypeptide of 
ATP-dependent proteolysis." PNAS 1980 April; 
77(4): 1783–1786. 



((MMooddeell ooff aaccttiioonn pprrooppoosseedd bby
y
HHeerrsshhkkooeett aall..,, 11998800)
)

Courtesy of A. Hershko. Used with permission of the author.

Source: Figure 6 in Hershko et al. "Proposed role of ATP in protein breakdown: 

conjugation of protein with multiple chains of the polypeptide of ATP-dependent proteolysis."


 PNAS 1980 April; 77(4): 1783–1786.


SSeevveerraall mmoolleeccuulleess ooff AAPPFF--11 lliinnkkeedd ttoo εε--aammiinnoo ggrroouuppss ooff
tthhee pprrootteeiinn ssuubbssttrraattee bbyy aann AAPPFF--11--pprrootteeiinn aammiiddee
ssyynntthheettaassee ((sstteepp11)).. PPrrootteeiinnss lliiggaatteedd ttoo sseevveerraall AAPPFF--11
aarree bbrrookkeenn ddoowwnn bbyy aa ssppeecciiffiicc pprrootteeaassee tthhaatt rreeccooggnniizzeess
ssuucchh ccoonnjjuuggaatteess ((sstteepp 33)).. TThhee pprrootteeiinn iiss bbrrookkeenn ddoowwnn ttoo
ffrreeee aammiinnoo aacciiddss aanndd ttoo AAPPFF--11 ssttiillll lliinnkkeedd bbyy iissooppeeppttiiddee
lliinnkkaaggee ttoo aa llyyssiinnee oorr aa ssmmaallll ppeeppttiiddee,, AAPPFF--11--XX.. FFiinnaallllyy,,
ffrreeee AAPPFF--11 wwoouulldd bbee rreelleeaasseedd ffoorr rree--uussee bbyy ssppeecciiffiicc
aammiiddaassee--iissooppeeppttiiddaassee ((sstteepp 44)).. AA hhyyppootthheettiiccaall
‘‘ccoorrrreeccttiinngg’’ iissooppeeppttiiddaassee wwoouulldd rreelleeaassee ffrreeee AAPPFF--11 aanndd
ssuubbssttrraattee pprrootteeiinn ffrroomm eerrrroonneeoouuss lliiggaattiioonnss ((eeddiittiinngg
aaccttiivviittyy;; sstteepp 22))..

�� SShhoorrtt aafftteerr HHeerrsshhkkoo’’ss mmooddeell pprrooppoossaall,, KKeeiitthh
WWiillkkiinnssoonn aanndd AArrtthhuurr HHaaaass ((ppoott--ddooccttoorraall ffeelllloowwss iinn
IIrrwwiinn RRoossee’’ss llaabb)) iinnddiiccaatteedd tthhaatt AAPPFF--11 wwaass iinnddeeeedd
UUBBIIQQUUIITTIINN..



UUbbiiqquuiittiinn pprrootteeoollyyttiicc ppaatthhwwaay
y

Courtesy of Annual Reviews. Used with permission.

Source: Figure 1A in Hershko A, Ciechanover A. The ubiquitin system.

Annu Rev Biochem. 1998;67:425-79.


AA:: CCoonnjjuuggaattiioonn ooff uubbiiqquuiittiinn
ttoo tthhee ttaarrggeett ssuubbssttrraattee

EE11:: UUbb--aaccttiivvaattiinngg eennzzyymmee
EE22:: UUbb--ccoonnjjuuggaattiinngg eennzzyymmee;; UUbbcc’’ss

Image removed due to copyright considerations. EE33:: UUbb--lliiggaassee
See Figure 1 in Ciechanover A, Orian A, Schwartz AL. 
"Ubiquitin-mediated proteolysis: biological regulation 
via destruction." Bioessays. 2000 May; 22 (5): 442-51. 

BB:: DDeeggrraaddaattiioonn ooff tthhee
ppoollyyuubbiiqquuiittiinnaatteedd ssuubbssttrraattee bbyy
tthhee 2266SS pprrootteeaassoommee ccoommpplleexx
aanndd UUbb rreeccyycclliinngg bbyy
ddeeuubbiiqquuiittiinnaattiinngg eennzzyymmeess ((UUbb
CC--tteerrmmiinnaall hhyyddrroollaasseess,, DDUUBBss oorr
UUCCHH’’ss))



�� ((11998800’’ss)) HHeerrsshhkkoo aanndd CCiieecchhaannoovveerr ppuurriiffiieedd tthhee ccoommppoonneennttss ooff tthhee
ffiirrsstt ppaarrtt ooff tthhee rreeaaccttiioonn ((AAPPFF--11--pprrootteeiinn aammiiddee ssyynntthheettaassee)):: EE11,, EE22 aanndd
EE33
eennzzyymmeess,, bbyy ‘‘ccoovvaalleenntt’’ aaffffiinniittyy cchhrroommaattooggrraapphhyy oovveerr iimmmmoobbiilliizzeedd UUbb..

�� TThhee ‘‘pprrootteeaassee’’ sstteepp wwaass ffuurrtthheerr ccllaarriiffiieedd wwiitthh tthhee cchhaarraacctteerriizzaattiioonn
aanndd
ppuurriiffiiccaattiioonn ooff tthhee 2266 pprrootteeaassoommee ccoommpplleexx,, bbyy MMaarrttiinn RReecchhsstteeiinneerr aanndd
ccoolllleeaagguueess ((11998866))..

�� IItt wwaass ffiirrsstt tthhoouugghhtt tthhaatt mmuullttiippllee uubbiiqquuiittiinn aattttaacchheedd ttoo ddiiffffeerreenntt
LLyyss ssiitteess iinn tthhee ssuubbssttrraattee pprrootteeiinn bbuutt HHeerrsshhkkoo ((11998855)) aanndd tthheenn
AAlleexxaannddeerr
VVaarrsshhaavvsskkyy aanndd ccoolllleeaagguueess ((11998899)) ddeemmoonnssttrraatteedd tthhaatt aa ssiinnggllee ppoollyy­-
uubbiiqquuiittiinn cchhaaiinn ccoouulldd bbee ffoorrmm tthhrroouugghh aattttaacchhmmeenntt ttoo aa ssiinnggllee iinntteerrnnaall
LLyyss rreessiidduuee..

AAttttaacchhmmeenntt ooff ssuubbsseeqquueenntt UUbb ttoo tthhee ffiirrsstt oonnee ooccccuurrss tthhrroouugghh
lliinnkkaaggeess ooff tthhee GGllyy CC--tt ooff tthhee nneexxtt UUbb ttoo ssppeecciiffiicc llyyssiinneess pprreesseenntt iinn tthhee
pprreecceeddeenntt UUbb.. PPoollyy--uubbiiqquuiittiinn cchhaaiinnss mmiigghhtt hhaavvee ddiiffffeerreenntt rroolleess
ddeeppeennddiinngg
oonn tthhee LLyyss uuttiilliizzeedd::

KK4488 ÆÆ rreeccooggnniittiioonn bbyy pprrootteeaassoommee
KK6633 ÆÆ ssiiggnnaall ffoorr ttrraaffffiicc aanndd ddeeggrraaddaattiioonn
iinn tthhee llyyssoossoommee,, vvaaccuuoollee;; ssuubbuunniitt sseelleeccttiivviittyy
KK2299,, KK66,, eettcc....

�� FFiirrsstt eevviiddeennccee sshhoowwiinngg tthhaatt uubbiiqquuiittiinn ccoonnssttiittuutteess aa ssiiggnnaall ffoorr
pprrootteeiinn

nn vv vvddeeggrraaddaattiioonn ii ii oo ((HHeerrsshhkkoo llaabb;; 11998822)):: iimmmmuunnoocchheemmiiccaall aannaallyyssiiss ooff
UUbb aadddduuccttss iinn cceellllss ÆÆ bbyy uussiinngg aannttii--UUbb AAbbss tthheeyy ssaaww tthhaatt,, aafftteerr
iinnccuubbaattiioonn ooff cceellllss iinn tthhee pprreesseennccee ooff aaaa aannaallooggss tthhee rreessuullttiinngg aabbnnoorrmmaall
pprrootteeiinnss wweerree sshhoorrtt--lliivveedd aanndd tthheeiirr rraappiidd ddeeggrraaddaattiioonn wwaass aaccccoommppaanniieedd
bbyy aa ttrraannssiieenntt iinnccrreeaassee iinn UUbb aadddduuccttss..

BBuutt tthhee ssttrroonnggeesstt ccoonnffiirrmmaattiioonn ccaammee wwiitthh AAlleexxaannddeerr VVaarrsshhaavvsskkyy’’ss
wwoorrkk..



UUBBIIQQUUIITTIINN CCOONNJJUUGGAATTIIOONN RREEQQUUIIRREEDD FFOORR
PPRROOTTEEIINN DDEEGGRRAADDAATTIIOONN IINN VVIIVVOO

((ffiirrsstt eevviiddeennccee tthhrroouugghh tthhee ssttuuddiieess ccaarrrriieedd oouutt bbyy
AAlleexxaannddeerr VVaarrsshhaavvsskkyy,, DDaann FFiinnlleeyy aanndd AAaarroonn

CCiieecchhaannoovveerr))
�� VVaarrsshhaavvsskkyy ssttuuddiieedd cchhrroommoossoommee ssttrruuccttuurree aanndd rreegguullaattiioonn ooff ggeennee
eexxpprreessssiioonn aanndd ccaammee ttoo BBoossttoonn iinn tthhee ffaallll ooff 11997777 wwhheerree,, aa mmoonntthh llaatteerr,,
bbeeccaammee aa ffaaccuullttyy mmeemmbbeerr iinn tthhee BBiioollooggyy DDeeppaarrttmmeenntt hheerree aatt MMIITT..

�� HHee bbeeccaammee iinntteerreesstteedd iinn tthhee rroollee ooff pprrootteeiinn ddeeggrraaddaattiioonn iinn ggeennee
rreegguullaattiioonn aanndd eexxpprreessssiioonn aatt tthhee lliigghhtt ooff HHeerrsshhkkoo’’ss aanndd WWiillkkiinnssoonn’’ss
eexxppeerriimmeennttss ((sshhoowwiinngg tthhaatt tthhee AATTPP--ddeeppeennddeenntt pprrootteeoollyyttiicc ffaaccttoorr 11,, wwaass
uubbiiqquuiittiinn))..

�� CCoonnssiiddeerriinngg tthhaatt hhee aallrreeaaddyy kknneeww tthhaatt UUbb hhaadd bbeeeenn ffoouunndd aattttaacchheedd ttoo
hhiissttoonneess,, hhee bbeeccaammee vveerryy eexxcciitteedd wwhheenn iinn 11998800 hhee rreeaadd aa ppaappeerr,, bbyy YYaammaaddaa
aanndd ccoollll.. tthhaatt ddeessccrriibbeedd aa ccoonnddiittiioonnaallllyy lleetthhaall,, tteemmppeerraattuurree sseennssiittiivvee mmoouussee
cceellll lliinnee ccaalllleedd ttss8855 ((tthheeyy hhaadd sseeeenn tthhaatt iinn tthhiiss cceellll lliinnee aatt rreessttrriiccttiivvee
tteemmppeerraattuurree aa nnuucclleeaarr pprrootteeiinn ddiissaappppeeaarreedd aanndd VVaarrsshhaavvsskkyy ccoonnffiirrmmeedd iitt wwaass
UUbbHH22AA))..

ÆÆDDaann FFiinnlleeyy,, ffrroomm hhiiss llaabb,, aanndd AA.. CCiieecchhaannoovveerr hheellppeedd hhiimm ttoo ssttuuddyy
ttss8855 aanndd ssaaww tthhaatt cceellllss wweerree aarrrreesstteedd iinn SS//GG22 pphhaassee ooff cceellll ddiivviissiioonn
ccyyccllee aanndd hhaadd iinndduucceedd ssyynntthheessiiss ooff hheeaatt sshhoocckk pprrootteeiinnss aatt nnoonn ppeerrmmii
ssssiivvee tteemmppeerraattuurree..

TThheeyy ffoouunndd tthhaatt ttss8855 mmoouussee cceellllss hhaadd aa tteemmppeerraattuurree--sseennssiittiivvee
UUbb--aaccttiivvaattiinngg eennzzyymmee ((EE11)) aanndd tthhaatt tthheessee cceellllss ssttooppppeedd ddeeggrraaddiinngg
tthhee bbuullkk ooff tthheeiirr nnoorrmmaallllyy sshhoorrtt--lliivveedd pprrootteeiinnss aatt tthhee nnoonnppeerrmmiissssiivvee
tteemmppeerraattuurree..

�� LLaatteerr ssttuuddiieess ((bbyy HHuunntt aanndd ccoollll..)),, wwiitthh rraappiiddllyy ddiivviiddiinngg ffeerrttiilliizzeedd ccllaamm eeggggss,,
lleedd ttoo tthhee ddiissccoovveerryy ooff CCYYCCLLIINNSS aanndd iinn 11998844 VVaarrsshhaavvsskkyy pprrooppoosseedd tthhaatt
ccyycclliinnss wweerree ddeeggrraaddeedd aatt tthhee eexxiitt ffrroomm mmiittoossiiss bbyy tthhee uubbiiqquuiittiinn ssyysstteemm..
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Figure by MIT OCW. After Yang and Xu, "Regulation of apoptosis: the ubiquitous way." 
FASEB J 17 (2003) 790-799. 

Figure by MIT OCW. 



HHooww aarree tthhee ssuubbssttrraatteess rreeccooggnniizzeedd bbyy tthhee
EE33ss??

Image removed due to copyright considerations. 
See Figure 2 in Ciechanover A. et al. "Ubiquitin-mediated proteolysis: biological regulation 
via destruction." Bioessays. 2000 May; 22(5): 442-51. 



““NN--EEnndd RRuullee”” DDiissccoovveerry
y

�� HHeerrsshhkkoo aanndd CCiieecchhaannoovveerr ssaaww aa ddiissccrreeppaannccyy wwhhiillee aatttteemmppttiinngg ttoo
ppuurriiffyy AAPPFF--11 ((UUbb)):: tthhee pprreeppaarraattiioonn hhaadd aa hhiigghh ddrryy--wweeiigghhtt ttoo llooww pprrootteeiinn--
ccoonntteenntt rraattiioo..

WWaass AAPPFF--11 aa rriibboonnuucclleeoopprrootteeiinn???? WWhheenn tthheeyy ttrreeaatteedd tthhee
pprreeppaarraattiioonn wwiitthh RRNNaassee AA tthhiiss aabbrrooggaatteedd tthhee ddeeggrraaddaattiioonn ooff BBSSAA mmee
ddiiaatteedd bbyy AAPPFF--11,, aalltthhoouugghh nnoott tthhaatt ooff llyyssoozzyymmee..

TThheeyy llaatteerr ffoouunndd tthhee wweeiigghhtt ttoo pprrootteeiinn ccoonntteenntt ddiissccrreeppaannccyy
wwaass iinn ffaacctt ccaauusseedd bbyy tthhee pprrootteeiinn ddeetteeccttiioonn mmeetthhoodd ((LLoowwrryy aassssaayy)) wwhhiicchh
iiss bbaasseedd iinn tthhee ddeetteeccttiioonn ooff aarroommaattiicc aaaass ((UUbb hhaadd aa llooww ccoonntteenntt oonn tthhoossee))..

TThheenn wwhhaatt ccaauusseedd tthhee RRNNaassee eeffffeecctt oonn BBSSAA UUbb--ddeeppeennddeenntt
ddeeggrraaddaattiioonn??

�� SSoommee pprrootteeiinnss iinn oorrddeerr ttoo bbee ddeeggrraaddeedd mmuusstt bbee rreeccooggnniizzeedd bbyy ssppeecciiffiicc
ddeessttaabbiilliizziinngg aaaa rreessiidduueess llooccaatteedd iinn tthheeiirr NN--tt ((‘‘NN--EEnndd rruullee’’)).. IInn ssoommee
ccaasseess
tthheessee ddeessttaabbiilliizziinngg rreessiidduueess aarree aaddddeedd bbyy ppoosstt--ttrraannssllaattiioonnaall
mmooddiiffiiccaattiioonn,,
ccaarrrriieedd oouutt bbyy ssppeecciiffiicc aammiiddaasseess aanndd ttrraannssffeerraasseess..

IInn tthhee ssppeecciiffiicc ccaassee ooff BBSSAA,, tthhee RRNNaassee wwaass ddeessttrrooyyiinngg tthhee
ttRRNNAAArg tthhaatt wwaass nneecceessssaarryy aalloonngg wwiitthh aarrggiinnyyll--ttRRNNAA pprrootteeiinn ttrraannssffeerraassee
ttoo ccoonnvveerrtt tthhee NN--tt aacciiddiicc ((AAsspp)) rreessiidduuee ooff BBSSAA ttoo AArrgg.. OOnnllyy tthhiiss mmooddii
ffiieedd ffoorrmm ooff BBSSAA ccaann bbiinndd ttoo tthhee EE33αα..
((TThhee llyyssoozzyymmee hhaass aa LLyyss iinn tthhee NN--tt ssoo ddooeessnn’’tt nneeeedd ttoo uunnddeerrggoo tthhiiss ppoosstt­-
ttrraannssllaattiioonnaall mmooddiiffiiccaattiioonn ttoo bbee rreeccooggnniizzeedd bbyy tthhee EE33))..
�� VVaarrsshhaavvsskkyy,, FFiinnlleeyy aanndd ootthheerrss ddiissccoovveerreedd ffuurrtthheerr aassppeeccttss ooff tthhee NN--
EEnndd
rruullee aanndd eessttaabblliisshheedd aa ffaammiillyy ooff NN--tt ddeeggrraaddaattiioonn ssiiggnnaallss ccaalllleedd NN--
DDeeggrroonnss,,

NN--tt ddeessttaabbiilliizziinngg rreessiidduuee
iinntteerrnnaall LLyyss ((ssiittee ooff UUbb aattttaacchhmmeenntt))



TThhee uubbiiqquuiittiinn ssyysstteemm ooff SS.. cceerreevviissiiaae
e

Image removed due to copyright considerations. 
See Figure 5 in Hershko, A. et al. "Basic Medical Research Award. 
The ubiquitin system." Nature Medicine 2000 Oct; 6 (10): 1073-81. 



Ubiquitin is not the only protein used as a tag in cells: 


Figure by MIT OCW. 

After Table 1 in Schwartz and Hochstrasser, TIBS 28 (2003) 321-328. 




TTwwoo mmaaiinn kkiinnddss ooff EE33 uubbiiqquuiittiinn lliiggaassees
s

11)) HHEECCTT-- ddoommaaiinn pprrootteeiinnss ((hhoommoollooggoouuss ttoo EE66--AAPP ccaarrbbooxxyyll
tteerrmmiinnuuss)):: ccoooorrddiinnaattee tthhee ttrraannssffeerr ooff UUbb ttoo tthhee ssuubbssttrraattee
bbyy ffoorrmmiinngg aa tthhiiooll--eesstteerr bboonndd wwiitthh UUbb pprriioorr ttoo
ttrraannssffeerrrriinngg iitt ttoo aa ssuubbssttrraattee..

Example: Rsp5p 
Figure by MIT OCW. 

22)) RRIINNGG ffiinnggeerr pprrootteeiinnss:: ccoooorrddiinnaattee tthhee ttrraannssffeerr ooff UUbb ttoo tthhee
ssuubbssttrraattee bbyy bbrriinnggiinngg tthhee EE22--uubbiiqquuiittiinn ccoommpplleexx ttoo tthhee
ssuubbssttrraattee..

•	• CCoonnsseennssuuss sseeqquueennccee:: 88 ccoonnsseerrvveedd CCyyss aanndd HHiiss tthhaatt
ccoooorrddiinnaattee 22 ZZnn iioonnss iinn aa ““ccrroossss--bbrraacceedd”” ffaasshhiioonn..

•	• SSoommee aacctt ssiinnggllyy,, ssuucchh aass UUbbrr11//EE33αα;; ootthheerrss eexxiisstt iinn
ccoommpplleexx,, ssuucchh aass tthhee SSCCFF ccoommpplleexxeess ((SSkkpp11,, yyeeaasstt CCddcc5533,,
oorr mmaammmmaalliiaann ccuulllliinn,, aanndd FF--bbooxx pprrootteeiinn))



Figure by MIT OCW. 

FF--bbooxx pprrootteeiinn:: ssuubbssttrraattee bbiinnddiinngg..
FFbbwwss bbiinndd ssuubbssttrraattee tthhrroouugghh WWDD­-
4400 ddoommaaiinnss;; FFbbllss,, tthhrroouugghh LLeeuu--rriicchh
rreeppeeaattss;; FFbbxxss,, uussee ddiiffffeerreenntt
mmoottiiffss..

SSkkpp11:: ssccaaffffoolldd tthhaatt kkeeeeppss
ttooggeetthheerr tthhee ccuulllliinn aanndd tthhee FF--bbooxx..

CCuulllliinn:: mmeeddiiaatteess aattttaacchhmmeenntt ooff
NNeedddd88,, SSkkpp11,, aanndd RRoocc11..

RRoocc11//RRbbxx11 ((HHrrtt11 iinn yyeeaasstt)):: CC--tt
RRIINNGG ffiinnggeerr ddoommaaiinn;; ssttaabbiilliizziinngg
iinntteerraaccttiioonn bbeettwweeeenn tthhee EE22 aanndd
tthhee rreesstt ooff tthhee ccoommpplleexx..

NNeedddd88 ((RRuubb11 iinn yyeeaasstt)):: UUbbii--lliikkee
pprrootteeiinn tthhaatt eennhhaanncceess tthhee
uubbiiqquuiittiinn--lliiggaattiinngg aaccttiivviittyy ooff tthhee
ccoommpplleexx..



UUbbiiqquuiittiinnaattiioonn iinnvvoollvviinngg ddeeggrraaddaattiioonn ooff pprrootteeiinnss
ttaarrggeetteedd ttoo tthhee sseeccrreettoorryy ppaatthhwwaayy::

‘‘EERRAADD’’ oorr EEnnddooppllaassmmiic
c
RReettiiccuulluum
m

AAssssoocciiaatteedd DDeeggrraaddaattiioon
n

Figure by MIT OCW. 

After Fang et al. "RING finger ubiquitin protein ligases: implications for tumorigenesis,

metastasis and for molecular targets in cancer." Semin Cancer Biol. 2003 Feb; 13 (1): 5-14.


VVaaccuuoollaarr// LLyyssoossoommaa
DDeeggrraaddaattiioonn

ll

Figure by MIT OCW. 

After Fig. 5 in Horák, J. (2003). The role of ubiquitin in down-regulation and intracellular 

sorting of membrane proteins: insights from yeast. Biochim. Biophys. Acta 1614, 139-155. 




IInnffeeccttiioouuss aaggeennttss hhiijjaacckk cceellll mmaacchhiinneerry
y
iinnvvoollvveedd iin
n

uubbiiqquuiittiinnaattiioonn aanndd pprrootteeiinn ddeeggrraaddaattiioon
n

Figure by MIT OCW. 

After Fig. 2 in Amara, A and Littman, DR. 2003. After Hrs with HIV. J. Cell Biol., 162: 371-375.


Example: HIV virus budding off cells by using host machinery 
involved in traffic of membranes 



WWhhaatt ccaann ggoo wwrroonngg iinn tthhee UUPPSS ((UUbbiiqquuiittiin
n
PPrrootteeaassoommee SSyysstteemm)) ttoo ccaauussee ddiissoorrddeer
r

aanndd//oorr ddiisseeaassee?
?

The Ubiquitin System 

Protein 
Substrate 

Protein 
Substrate

Lower Steady 
State Level 

Accelerated 
Degradation 
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Protein 

Mutation in a System 
Enzyme or a Substrate 

Decreased Degradation 
Normal Degradation 

Higher Steady 
State Level 

Normal Steady 
State Level 

Normal Function 

Protein 
Substrate 

Protein 
Substrate 

Disease Normal Function 

Normal Steady 
State Level 

Normal Degradation 

Disease 

Figure by MIT OCW. 

After Fig 3 in Hershko, A. et al. "Basic Medical Research Award. The ubiquitin system." 

Nature Medicine 2000 Oct; 6 (10): 1073-81.




Example: The UPS and the pathogenesis of

neurodegeneration


Image removed due to copyright considerations.

See Figure 2 in Ciechanover, A. and Brundin, P. 2003. The ubiquitin proteasome 

system in neurodegenerative diseases: sometimes the chicken, sometimes the egg.

Neuron 40: 427-446.
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