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• Paper important en la degradació de proteïnes
de vida curta:

- Regulació cicle cel·lular
- Modulació rc. superfície i canals iònics
- Processament i presentació d’antigens
- Activació factors de transcripció
- Reparació DNA
- Mort cel·lular programada

SISTEMA UBIQUITINITZACIÓ





RECONEIXEMENT DE SUBSTRATS

Mecanismes:

• Regla N-terminal: Vida mitja proteïnes en funció del residu 
a.a en posició N-terminal.

• Seqüències PEST: seqüències curtes d’uns 8 aa que escurcen 
vida mitja de les proteïnes.

• Senyals emmascarades: millor control. Ex: fosforilació

• Destruction box: 9 aa RAALGNISN



UBIQUITINA *

• Classe: a + ß

• Plegament: ß Grasp (ubiquitin-like)

• Superfamília: ubiquitin-like

• Família: ubiquitin-related

* del llatí ubique: a tot arreu

• Proteïna de 76 aa i 8.6 kDa



• 5 làmines ß

• 1 hèlix a (3 voltes ½)

• 1 hèlix a curta

UBIQUITINA 



CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

1ubi(H.sapiens)   MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYN
1otr(S.cerevisiae)MQIFVKTLTGKTITLEVESSDTIDNVKSKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYN

****************** ****.***.********************************

1ubi              IQKESTLHLVLRLRGG
1otr              IQKESTLHLVLRLRGG

****************

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

1ubi       MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYN
1otr     MQIFVKTLTGKTITLEVESSDTIDNVKSKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYN

1ubi IQKESTLHLVLRLRGG--
1otr       IQKESTLHLVLR--LRGG

ALINEAMENT DE SEQÜÈNCIA

ALINEAMENT ESTRUCTURAL



STAMP
RMSD: 1.16



STAMP



H.sapiens

S.cerevisiae



Pro19

Ser19

Ala28

Glu24

Ser 28

Asp24



Enzim Activador d’ubiquitina E1



Enzim Activador d’ubiquitina E1

- complexes no covalents

- complexes covalents



Enllaç tioèster

Adenilat
d’ubiquitina



Family: Ubiquitin activating enzymes (UBA)

Llinatge:

Classe: a /ß

Plegament: enzims activadors de proteïnes ubiquitin.like

Supefamília: enzims activadors de proteïnes ubiquitin.like

Família:; Enzims activadors d’ubiquitina (UBA)

Dominis Proteics:

1. UBA3 [89764] 
a subunit of the heterodimeric E1 enzyme for NEDD8; contains an 
all-alpha insert subdomain of the FF-like fold (residues 210-288) 
and an extra C-terminal alpha+beta subdomain (partly disordered)

1. Human (Homo sapiens) [89765] (3) 

2. Amyloid beta precursor protein-binding protein 1, APPBP1 [89766] 
a subunit of the heterodimeric E1 enzyme for NEDD8; contains a 
large insertion (residues 170-487) that can be divided into 3 units 
similar to the UBA3 insertion

1.     Human (Homo sapiens) [89767] (3) 



CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

361

Patrons
específics d’E1 

(ProSite)

KACSGKFxP

P[LIVM]CT[LIVM] 
[KRH]xFP

Domini d’unió a 
ATP

GxGxxG



Profile     Hit PLEN RAWS RVN ZSCORE ZORI    AL 
hs1y8qb 510 -228 710 44.57 47.58 02 CERTAIN Alignment

hs1z7la 255 -444 480 40.44 43.32 02 CERTAIN Alignment

hs1r4mb 418 -292 572 31.13 34.08 02 CERTAIN Alignment

hs1jw9b 240 -537 359 25.77 28.41 02 CERTAIN Alignment

hs1ngva 529 -461 437 24.46 27.51 02 CERTAIN Alignment

• sumo e1 activating enzyme sae1-sae2-mg-atp complex

• crystal structure of fragment of mouse ubiquitin-activating enzyme

• appbp1-uba3-nedd8, an e1-ubiquitin-like protein complex

• structure of the native moeb-moad protein complex

• insights into the ubiquitin transfer cascade from the structure of the e1 for nedd8.

FUGUE v2.s.07



Alineament estructural: 

Query:  UBA1

APPBP1-UBA3-NEDD8

FUGUE



NEDD8

ATP
UBA3

APPBP1



A: donmini d’adenilació U: domini ubiquitin-like

CC: domini de la cys catalítica

1. Reacció d’adenilació. Unió de l’ATP a la fenedura1 i NEDD8 a la fenedura2

2. Formació d’un enllaç tioèster entre la cys catalítica i NEDD8

3. Una segona molècula de NEDD8 és adenilada

4. Unió d’E2 a la fenedura1, transferència de NEDD8 a E2



Domini
d’adenilació



Interacció amb ATP

• UBA3:

• Leu145, Ile127, Gly55, 
Ile54àcontacte amb 
l’adenina

• Asp79àcontacte anell de 
ribosa

• Asp146àcoordina Mg+

• APPBP1

• Arg15àcontacte amb 
fosfat-? de l’ATP



Interacció amb NEDD8

Hydrophobic patch:

• UBA3: Tyr321, Tyr331, Tyr333, 
Phe335

• NEDD8: Leu8, Ile44, Val70

Pont d’hidrogen:

• UBA3 Tyr321 – Arg42



STAMP: NEDD8-Ubiquitina

Alineament   
seqüència

Alineament
estructural

• Hydrophic patch

• Pont d’hidrogen 
amb Tyr d’UBA3



Conservació del Patch
hidrofòbic

• Leu8, Ile44, Val70:

• formen un patch hidrofòbic

• interació amb path hidrofòbic
de l’E1 corresponent

• Conservades

• Arg42:

• important per la formació de 
l’ubiquitina-adenilat

• Forma un pont d’hidrogen amb 
Tyr d’E1

• Conservat



Residu 72:

Determinant
d’especificitat
• Arg en UBI. 

• Ala en NEDD8 à
interacció amb 
residus hidrofòbics: 
Leu206 i Tyr207 de 
UBA3.

• En els membre de 
la família SUMO és
Glu o Gln. 

Arg72Ala72



Domini
catalític



2 Clusters hidrofòbics, 
interacció APPBP1-UBA3

1. APPBP1: Ile340, Tyr339à
UBA3: Arg223, Leu224, 
Tyr271, Ile273

2. APPBP1: His211 à UBA3:
Met221



Ponts d’hidrogen

APPBP1:

Asn344

Ser336

Asp331

UBA3:

Arg274

Pro222

His227

Arg223



• Interacció Cys216 
amb 

C-terminal de NEDD8

• Formació d’un enllaç 
tioèster

• Necessitat d’un canvi 
conformacional

Cisteïna catalítica



Histidines bàsiques
• APPBP1: His211 6,8 A

• UBA3: His227 9,8 A 

• També participen en la interfase APPBP1-
UBA3

Thr217
• 3,5 A

• Conservada en diferents enzims E1



C-terminal d’UBA3

NEDD8

Domini ubiquitin-like

• En diverses proteïnes en la via de les ub

• Hipòtesi: involucrat en la unió a E2:

• Situació propera a la fenadura, que 
conté el lloc d’unió al nucleòtid. La 
transferència de l’enllaç tioèster d’E1 a 
E2 és estimulada per la unió a l’Ublp-
adenilat.

• Es troba en enzims E3 que se sap 
que uneixen E2.

• La Ublp Smt3p competeix amb E1 per
unir-se a l’E2 Ubc9p. 

• Mutant APPBP1-UBA3 sense el domini
c-terminal és defectiu en l’associació 
amb UBC12 i transferir-li NEDD8



EUBIQUITIN-CONJUGATING ENZIME (E2)

Classe à a + ß

Plegament à UBC-like

Superfamília à UBC-like

Família à Ubiquitin conjugating enzime, UBC



CLASSIFICACIÓ:

• Classe I à domini catalític UBC (150 aa)

• Classe II à UBC + extensions adicionals al C-terminal

• Classe III à UBC + extensions addicionals al N-terminal

• Classe IV à UBC + extensions al N i al C-terminal

• Monomèrica

• Multimèrica



4 hèlix (3 alfa i 1 alfa+310)

Fulla beta de 4 cadenes antiparal·leles



Centre actiu (cys i bundles)



Basicitat

Polaritat



Regions conservades



CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

2aak       --MSTPAR-----KRLMRDFKRLQQDPPAGISGAPQ--DN---NIMLWNAVIFGPDDTPW
1ayz       --MSTPAR-----RRLMRDFKRMKEDAPPGVSASPL--PD---NVMVWNAMIIGPADTPY
1u9a       LNMSGIAL-----SRLAQERKAWRKDHPFGFVAVPTKNPDGTMNLMNWECAIPGKKGTPW
2e2c       --MTTSKERHSVSKRLQQELRTLLMSGDPGITAFPD--GD---NLFKWVATLDGPKDTVY
1q34       --MTTPSR-----RRLMRDFKKLQEDPPAGVSGAPT--ED---NILTWEAIIFGPQETPF

*.          ** .. .        *    *        *.  * . . *   *  

2aak       DGGTFKLSLQFSEDYPNKPPTVRFVSRMFHPNIYADGSICLDILQN--QWSPIYDVAAIL
1ayz       EDGTFRLLLEFDEEYPNKPPHVKFLSEMFHPNVYANGEICLDILQN--RWTPTYDVASIL
1u9a       EGGLFKLRMLFKDDYPSSPPKCKFEPPLFHPNVYPSGTVCLSILEEDKDWRPAITIKQIL
2e2c       ESLKYKLTLEFPSDYPYKPPVVKFTTPCWHPNVDQSGNICLDILKEN--WTASYDVRTIL
1q34       EDGTFKLSLEFTEEYPNKPPTVKFISKMFHPNVYADGSICLDILQN--RWSPTYDVAAIL

.   ..* . *  .**  **  .*     ***.   * .** **     *   .  **

2aak       TSIQSLLCDPNPNSPANSEAARMYSESKREYNRRVRDVVEQSWTAD--------------
1ayz       TSIQSLFNDPNPASPANVEAATLFKDHKSQYVKRVKETVEKSWEDDMDDDDDDDDDDDDD
1u9a       LGIQELLNEPNIQDPAQAEAYTIYCQNRVEYEKRVRAQAKKFAPS---------------
2e2c       LSLQSLLGEPNNASPLNAQAADMWS-NQTEYKKVLHEKYKTAQSDK--------------
1q34       TSIQSLLDEPNPNSPANSLAAQLYQENRREYEKRVQQIVEQSWLNFGENEGDAVLKD---

.* *  .**   * .  *  .    . .* . ..                        



CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

2aak         --M---STPARKRLMRDFKRLQQDPPAGISGAPQ----D-NNIMLWNAVIFGPDDTPWDG
1ayz         ------STPARRRLMRDFKRMKEDAPPGVSASPL----P-DNVMVWNAMIIGPADTPYED
1u9a         ---LNMSGIALSRLAQERKAWRKDHPFGFVAVPTKNPDGTMNLMNWECAIPGKKGTPWEG
2e2c         MTTSKERHSVSKRLQQELRTLLMSGDPGITAFP----D-GDNLFKWVATLDGPKDTVYES
1q34         ------TTPSRRRLMRDFKKLQEDPPAGVSGAPT----E-DNILTWEAIIFGPQETPFED

2aak         GTFKLSLQFSEDYPNKPPTVRFVSRMFHPNIYADGSICLDIL-Q-NQWSPIYDVAAILTS
1ayz         GTFRLLLEFDEEYPNKPPHVKFLSEMFHPNVYANGEICLDIL-Q-NRWTPTYDVASILTS
1u9a         GLFKLRMLFKDDYPSSPPKCKFEPPLFHPNVYPSGTVCLSILEEDKDWRPAITIKQILLG
2e2c         LKYKLTLEFPSDYPYKPPVVKFTTPCWHPNVDQSGNICLDI-L-KENWTASYDVRTILLS
1q34         GTFKLSLEFTEEYPNKPPTVKFISKMFHPNVYADGSICLDIL-Q-NRWSPTYDVAAILTS

2aak         IQSLLCDPNPNSPANSEAARMYSESKREYNRRVRDVVEQSWT----
1ayz         IQSLFNDPNPASPANVEAATLFKDHKSQYVKRVKETVEKSWEDDMD
1u9a         IQELLNEPNIQDPAQAEAYTIYCQNRVEYEKRVRAQAKKF--APS-
2e2c         LQSLLGEPNNASPLNAQAADMW-SNQTEYKKVLHEKYKTAQSDK--
1q34         IQSLLDEPNPNSPANSLAAQLYQENRREYEKRVQQIVEQSWL----



Aliniament estructural





Regions d’unió Ub-E2

Ub – Gly – C – HS – Cys– E2

O– –



Ubiquitin-Protein Ligases   E3

Especificitat de sustrat

Especificitat d’unió a E2

Unió ubiquitina des d’E2 a 
la proteïna target

E2 – Target 

E2 – E3 – Target

HECT domain – RING finger



HECT domain (E6AP)
Link (738-740)     

NH2-terminal lobe (495-737)  α-helix

COOH-terminal lobe (741-852) α/β

Cys820
UbcH7 (E2)

E6AP (E3) Cys86



HECT domain (E6AP)

Llocs d’unió a E2 
conservats

Llocs d’unió a E2 
no conservats

Centre actiu

Alineament HMM (hect)



HECT domain (E6AP) Alineament per seqüències

Llocs d’unió a E2 
conservats

Llocs d’unió a E2 
no conservats

Centre actiu



COOH-terminal lobe

NH2-terminal lobe

HECT domain (E6AP)

Cys820

Estructura centre actiu

S9

S10

H3
S9 S10



HECT domain (E6AP) Estructura centre actiu

COOH-terminal lobe

NH2-terminal lobe

Link

Interaccions

Thr 819

Asn 822

Gln 553

Lys 549

Ponts d’hidrògen

Phe 821

Cys 820

Val 794

Pro795

Gly 546

Glu 550

His 818

Asn 603

Ile 605

Van der Waals



HECT domain (E6AP) Unió a E2 (UbcH7)

COOH-terminal lobe

NH2-terminal lobe

H7

H8

S6

S5

H7

H8

S5

S6



HECT domain (E6AP) Unió a E2 (UbcH7)
Interaccions

Phe63(cad)

Lys96

Lys100

Ala59(cad)

Glu60

Ser638

Asp641

Asp652(cad)

Ser660

Thr662

Ponts d’hidrogen

Phe63

Pro97

Ala98

Ile635    Ile642

Phe690   Leu639

Try694

Van der Waals

E2

S5

S6

H8

H7



RING domain
Consens: 

His posició 4

Cys posició 1-3, 6-8

RING-H2 His posició 5 

RING-HC Cys posició 5

Residus hidrofòbics (Trp)

C

βA

Loop 2
αA

βB

Loop 1

Ring domain (c-Cbl)

N

QLCKICAENDKDVKIEPCGHLMCTSCLTSWQESE

GQGCPFCRCEIKGTEPIVVDPF
βC

1  2           3 4  5  6

7  8

1

2

3

4

5

6

7

8



RING domain Conservació



RING domain

Conservació del domini 
RING finger



RING domain (c-Cbl)

UbcH7 (E2)

c-Cbl (E3)

~46kDa (47-447)

Dominis TKB i RING + linker    

TKB

Four-helix bundle

2 EF hand domains

SH2-like

Linker

Loop 

α-helix
TKB

Linker

RING 
finger



RING domain (c-Cbl) Unió a TKB

Asp432

Lys389

Lys58

Lys127

Glu135

Phe378(cad)

Ponts d’hidrògen

Pro433

Val430

Ile429

Phe378

Leu62

Ile130

Ser131

Asn150

Lys153

Van der Waals

Interaccions

UbcH7 (E2)

c-Cbl (E3)

Linker

RING 
finger

TKB



RING domain (c-Cbl) Unió E2 (UbcH7) - RING - Linker - TKB

Ala98 (cad) Pro417 (cad) 

Ponts d’hidrògen

Pro97 Ile383

Trp408

Pro417

Phe418

Ile383

Cys404

Ser407

Trp408

Ser411

Van der Waals

Interaccions E2 - RING

UbcH7 (E2)

RING 
finger

Ala98

Phe63

Linker

TKB



RING domain (c-Cbl) Unió E2 (UbcH7) - RING - Linker - TKB

Arg5

Arg15

Glu369

Glu366

Ponts d’hidrògen

Interaccions E2 - Linker

UbcH7 (E2)

RING 
finger

Interaccions Linker - TKB

Tyr371

Ty368

Ponts d’hidrògen
Thr227

Asn259

Linker

TKB



POLIUBIQUITINITZACIÓ

• Unió múltiples molècules d’ubiquitina mitjançant la repetició   

del procés d’ubiquitinització.

(com més ubiquitines conjugades més probabilitat de degradació 
per part del proteasoma)



Lys48

Gly76

DIUBIQUITINA 

C-term

Ub2 – Gly – C – HN – Lys – Ub1

O–– Enllaç

isopeptídic



TETRAUBIQUITINA 

Ubiquitina 4

Ubiquitina 1

Ubiquitina 3
Ubiquitina 2

PDBtoRotate



TETRAUBIQUITINA 



Lys48 Gly76

Lys48

Lys48

Gly76

Gly76



DIUBIQUITINA 

Possibles Lys unió a Gly

Gly76

Lys48

Lys29

Lys63

- Lys48: targeting

- Lys29: targeting

- Lys63: reparació 

DNA, resposta 

stress, herència 

DNA mitocondrial



Preguntes PEM
1. Quin és l’enllaç que es forma entre dues ubiquitines:

a) enllaç peptídic
b) enllaç isopeptídic
c) enllaç tioéster
d) enllaç de tipus no covalent
e) cap de les anteriors es correcta

2. Quin dels enzims de la cascada enzimàtica és ATP-depenent
a) E1
b) E2
c) E3
d) Tots són ATP-depenents
e) Cap és ATP-depenent

3. Sobre l’enzim activador d’ubiquitina és fals

a) Catalitza l’activació de l’ubiquitina mitjançant gast d’ATP

b) El contacte inicial ubiquitina-enzim s’estableix per contactes
hidrofòbics i ponts d’hidrogen

c) S’uneix amb l’ubiquitina mitjançant un enllaç tioèster

d) L’enllaç amb l’ubiquitina es produeix mitjançant un residu de cys de 
l’enzim

e) L’enzim s’enllaça amb la part n-terminal de l’ubiquitina



4. Senyala la resposta correcta

a) L’enzim activador d’ubiquitina humana no ha estat cristal·litzat.

b) Per tal d’estudiar la seva estructura podem utilitzar altres enzims basant-nos en 
la seva alta homologia de seqüència.

c) a i b són correctes.

d) L’estructura de l’enzim activador d’ubiquitina ha estat resolta per RMN

e) Totes les anteriors són correctes.

5. Sobre l’estructura d’E1:

a) Pertany a la família a + ß

b) Consta de dues fenadures on interaccionaran ATP i ubiquitina

c) L’estabilització de la unió entre cadenes té lloc per ponts disulfur.

d) La presencia d’un domini ubiquitin-like impedeix la unió a ubiquitina en estat 
inactiu.

e) Totes són falses

6. El domini conservat de E2, que dóna nom a la família és:

a) E2 domain

b) UBC domain

c) UEVS domain

d) Conjugating domain

e) Hect domain



7. E2 té capacitat per a unir-se a:

a) E1

b) E3

c) Ubiquitines

d) Totes són correctes

8. Quins dels següents dominis son característics d’E3?

a) RING domain

b) Hect domain

c) Les dues anteriors són correctes

d) UBC domain

d) Totes són correctes

9. Quin metall forma part del RING domain?

a) Magnesi

b) Ferro

c) Calci

d) Zinc

e) Totes són correctes

10. Quins aa. són importants al RING domain? 

a) Histidina

b) aa. hidrofòbics

c) Les dues anteriors són correctes

d) Cisteina

e) Totes són correctes
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