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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In eukaryontischen Zellen wird eine Vielzahl von Proteinen nach einer
Modifikation mit Ubiquitin durch spezielle Substrat-Rezeptoren zum 26S
Proteasom transportiert. Die AAA-ATPase CDC48, deren Kofaktoren und
andere Ubiquitin-bindende Faktoren scheinen in diesen Prozess involviert zu
sein. Die genaue Funktion von CDC48 und das Zusammenspiel der Faktoren
in Degradationsprozessen sind jedoch nur unzureichend aufgeklart. In dieser
Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Faktoren der Substrat-
Rekrutierung, der Multiubiquitylierung und der Substratweitergabe zum
Proteasom physikalisch interagieren und ein Netzwerk bilden, welches
Substrate gezielt zum Proteasom leitet. CDC48 spielt in diesem Abbauweg
eine zentrale Rolle, da es mit Hilfe der Kofaktoren UFD1/NPL4 in der
Erkennung und Ubertragung des Substrats auf das E4-Enzym UFD2 wirkt.
Weiterhin wird durch CDC48 eine Termination der Ubiquitylierung erreicht, die
einer exzessiven Bildung nicht-linearer Ubiquitinketten entgegenwirkt und so
den Degradationsprozess optimiert. Die Multiubiquitylierung durch UFD2 ist
Uber die Rezeptorproteine RAD23 und DSK2 mit dem Proteasom gekoppelt.
Die Weiterleitung des Substrats zum Proteasom erfolgt in einem konzertierten
Mechanismus, der Uber ternare Komplexe aus RAD23, UFD2 und CDC48
bzw. durch Assoziation der beteiligten Ubiquitin-bindenden Faktoren am
Proteasom erfolgt. Das in Gegenwart von CDC48 durch UFD2 ubiquitylierte
Substrat kann Uber die UBA-Domanen der Rezeptoren RAD23 und DSK2
spezifisch gebunden und zum Proteasom ubertragen werden. In vivo
kontrolliert der dargestellte Abbauweg die Inaktivierung des Trans-
kriptionsfaktors SPT23, welcher massgeblich Uber diesen UFD2-abhangigen
Abbauweg degradiert wird. Zudem scheint SPT23 uber einen parallelen
Degradationsweg mittels des Proteins RPN10 abgebaut zu werden. Die
Proteolyse von missgefalteten Proteinen des Endoplasmatischen Retikulums

(ERAD) erfolgt ebenfalls Uber den hier dargestellten Abbauweg.
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1. Einleitung

Die Zellen eines Organismus mussen auf Umweltsignale reagieren, um
Uberleben zu kdbnnen. Eine Anpassung an neue Umweltbedingungen erfolgt
uber multiple zellulare Prozesse, die Cytokinese, Differenzierung und
Stoffwechsel betreffen kbnnen. Dies geschieht durch eine Regulation
bestimmter Proteine, die haufig als Enzyme oder Transkriptionsfaktoren
wirken. Die Aktivitat eines Proteins kann uber allosterische Mechanismen,
meist durch Bindung eines inhibierenden Molekuls, oder durch dessen
zellulare Lokalisation reguliert werden. Die Aktivierung und Inaktivierung von
Proteinen erfolgt auch uber posttranslationale Modifikationen, wobei
bestimmte Aminosauren innerhalb dieser Proteine mit einem spezifischen
Signal markiert werden. Dazu zahlen unter anderem kovalente Modifikationen
wie Phosphorylierung, Methylierung, Ubiquitylierung und Sumoylierung.
Zudem wird die zellulare Proteinkonzentration durch die Neusynthese und
den spezifischen Abbau gesteuert. Der selektive Abbau eines Proteins wird in
eukaryotischen Zellen durch ein spezielles System ermoglicht, welches die
Substrat-Proteine durch Modifikation mit dem Protein Ubiquitin zum Abbau

markiert.
1.1 Das Ubiquitin-Proteasom System

Die Rolle von Ubiquitin im Abbau von Proteinen wurde erstmals in einem in
vitro System aus Retikulozytenextrakt ermittelt. In diesem System werden
Proteine durch Ubiquitin, ein hochkonserviertes 76 Aminosauren
umfassendes Protein, kovalent modifiziert und damit zum Abbau markiert
(Schlesinger et al., 1975). Die biochemischen Prozesse (Abb.1.1) der
Ubertragung von Ubiquitin-Molekulen auf ein Protein-Substrat
(Ubiquitylierung) sind durch das sequentielle Wirken von Proteinen dreier
Enzymklassen charakterisiert (Hershko and Chiechanover, 1992). Der
Carboxylrest des C-terminalen Glycins von Ubiquitin wird in einer ATP-

abhangigen Reaktion durch ein spezifisches Aktivierungs-Enzym (E1)
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aktiviert. Dabei kommt es zur Ausbildung einer Thioesterbindung zwischen
einem konservierten Cysteinrest des E1 und dem Ubiquitin-Molekul (Hershko,
1996).

@&, @ o>
O
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Abbildung 1.1: Die Ubiquitylierung von Substrat verlauft iiber eine Enzymkaskade.
Das E1-Enzym wird in einer ATP-abhangigen Reaktion mit Ubiquitin beladen. Dieses
Ubertragt das aktivierte Ubiquitin auf ein UBC-Protein (E2), welches den Ubiquitinrest
wiederum an eine HECT-Ubiquitin-Ligase (E3) weiterreicht. Das E3-Enzym uUbertragt das
Ubiquitin schliesslich auf einen Lysinrest des Substrates. Nach wiederholtem Durchlaufen

dieser Enzym-Kaskade sind die Substrate durch Ubiquitinketten modifiziert (Scheffner et al.,
1995).

Das aktivierte Ubiquitin wird nun in einer zweiten Reaktion auf ein Cystein im
aktiven Zentrum eines Ubiquitin-konjugierenden Enzyms (ubiquitin
conjugating enzyme, E2) Ubertragen (Jentsch, 1992). E2-Enzyme benbtigen
meist zusatzliche Faktoren, sogenannte E3-Ligasen, um spezifische
Ubiquitylierungsreaktionen zu vermitteln. Man unterscheidet verschiedene
Klassen von Ubiquitin-Ligasen. HECT-E3-Ubiquitin-Ligasen sind durch eine
C-terminale Region gekennzeichnet, die sogenannte HECT-Domane
(homologous to E6-AP C-Terminus). Diese ca. 350 Aminosauren umfassende
Domane verfugt uber einen hochkonservierten Cysteinrest, der durch das E2-
Enzym mit Ubiquitin beladen wird (Scheffner et al., 1995; Huibregtse et al.,
1995) und die spezifische Ubertragung des Ubiquitinrestes auf das Substrat
katalysiert (Abb.1.1). Dabei wird das Ubiquitin-Molekul Uber den C-Terminus
durch eine Isopeptidbindung mit der e-Aminogruppe eines spezifischen Lysins
des Substrat-Proteins verknupft (Jentsch, 1992). RING-Finger-E3-Ligasen
gehen hingegen keine Thioesterbindung mit Ubiquitin ein, sondern fungieren
als Plattform zur Ubertragung des Ubiquitins auf das Substrat-Protein
(Abb.1.2).
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In S. cerevisiae kodiert das Gen UBA1 fur das E1-Enzym (McGrath et al.,
1991) und es existieren elf Ubiquitin-konjugierende Enzyme (E2-Enzyme),
sogenannte UBC-Proteine, die Ubiquitin auf Substrat-Proteine ubertragen.
Dabei handelt es sich um meist kleine Proteine, die durch eine
hochkonservierte UBC-Doméane gekennzeichnet sind, in der das aktive
Zentrum liegt. Die Deletion der Gene, die E2-Enzyme kodieren, fuhren in S.
cerevisiae zu unterschiedlichen Phanotypen. Dies verdeutlicht, dass UBC-
Proteine diverse zellulare Funktionen ausuben. Zudem weisen UBC-Proteine

eine unterschiedliche intrazellulare Lokalisierung auf (Jentsch, 1992).

1.2 E3-Enzyme bestimmen die Substratspezifitat

Die Substratbindung wird vermutlich Uber spezielle Interaktionsmotive der E3-
Ligasen hergestellt (Abb.1.2). Diesbezuglich gut untersucht ist die HECT-E3-
Ligase RSP5, welche fur den Abbau diverser Proteine essentiell ist. Die
Substratbindung bei diesem Enzym wird Uber sogenannte WW-Domanen
hergestellt. Diese etwa 30 Aminosauren umspannende Region interagiert mit
prolinreichen Sequenzen von Substratproteinen (Hicke and Riezmann, 1996).
In gleicher Weise wird ein C-terminales PXY-Motiv des Transkriptionsfaktors
SPT23 erkannt, dessen nachfolgende Ubiquitylierung die proteasomale
Prozessierung ermoglicht (Sudol et al., 1995; Shcherbik et al., 2004; Hoppe et
al., 2000). Neben den HECT-Domain-E3-Ligasen existiert die Klasse der
RING-Finger-E3-Ligasen, die in monomere (Abb.1.2B) und multimere RING-
Finger-E3-Ligasen gegliedert ist. Zu Letzteren zahlen der APC/C und SCF
Multiproteinkomplex (Abb.1.2C), die durch spezielle Module zur Bindung von
Substrat und ubiquityliertem E2-Enzym gekennzeichnet sind. Wahrend der
APC/C Komplex fur die Degradation von mitotischen Cyclinen und des
Anaphase-Inhibitors Securin notwendig ist, hat der SCF Komplex ein breiteres
Spektrum an Substraten, das neben Cyclinen unter anderem auch

Transkriptionsfaktoren wie NF-kB und p-Catenin umfasst (Vodermaier, 2004).
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Ubiquitin

Ubiquitin

Abbildung 1.2: HECT und RING-Finger Ubiquitin-Ligasen

(A) HECT-Ubiquitin-Ligasen sind monomere Proteine, die Uber spezifische Bindungsmodule

mit dem Substrat interagieren. Die HECT-Domane verfugt Uber einen konservierten
Cysteinrest der durch ein E2-Enzym mit Ubiquitin beladen wird und dieses auf das
gebundene Substrat Ubertragt. (B) Monomere RING-Finger-E3-Ligasen interagieren mit E2-
Enzymen und vermitteln die Ubertragung von Ubiquitin auf gebundene Substrat-Proteine. (C)
Ein Vertreter der Klasse der multimeren RING-Finger Ubiquitin-Ligasen ist der SCF-Komplex.
Die Substratbindung wird durch ein F-Box Protein hergestellt, welches Uber SKP1 und CUL1
mit dem ROC1 Protein assoziiert. Letzteres besitzt die RING-Finger-Domane, welche zur

Interaktion mit dem Ubiquitin-beladenen E2-Enzym benbtigt wird.

Die Rekrutierung des E2-Enzyms wird durch ein Zink-bindendes RING-Finger
Protein ermoglicht, ROC1 im SCF bzw. APC11 im APC/C Komplex, welches
mit Cullin-Proteinen assoziiert (Tang et al., 2001; Vodermaier, 2004). Die
Substrat-Bindung wird beim SCF-Komplex Uber F-Box Proteine hergestellt,
die ihrerseits uber das SKP1 Protein mit der CUL1 Untereinheit verbunden
sind (Zheng et al., 2002). SCF-Komplexe assoziieren mit unterschiedlichen F-
Box Proteinen, sodass eine Vielzahl von Substraten ubiquityliert werden kann.

Die Substraterkennung beim APC/C Komplex ist weniger gut charakterisiert.
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Substrate werden Uber spezifische Sequenzelemente gebunden, die als
Destruction-Box oder KEN-Box bezeichnet werden (Glotzer et al., 1991;
Pfleger and Kirschner, 2000). Die Rezeptoren der Substraterkennung
scheinen CDC20 bzw. CDH1 zu sein, die zudem zur Aktivierung der

Ubiquitylierungsfunktion essentiell sind (Peters, 2002).

1.3 E4-Enzyme katalysieren die Multiubiquitylierung von UFD-

Substraten

In einigen Fallen wird zur Ausbildung langer Ubiquitinketten ein weiterer
Faktor bendtigt (Abb.1.3). In S. cerevisiae konnten in einem screen mit UFD-
Substraten (ubiquitin fusion degradation) u.a. das UFD4 und UFD2 Gen
isoliert werden (Johnson et al., 1995). UFD4 ist eine HECT-E3-Ligase, die
aber nur die Ubertragung von maximal 2 Ubiquitinresten auf ein UFD-Substrat
ermoglicht. Zur weiteren Ubiquitylierung und damit Herstellung eines
Erkennungssignals fur das 26S Proteasom bedarf es des UFD2-Proteins
(Koegl et al., 1999). UFD2 ist durch eine C-terminale U-Box-Domane
charakterisiert, die strukturell zum RING-Finger-Motiv homolog ist und

vermutlich die E4 Funktion vermittelt (Aravind and Koonin, 2000).

OB
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Abbildung 1.3: E4-Enzyme arbeiten kooperativ mit HECT-E3-Ubiquitin-Ligasen.
Die Ubiquitylierung eines Protein-Substrates kann uber unterschiedliche E3-Enzyme erfolgen.
Neben den HECT- und RING-Finger-E3-Ligasen werden UFD-Substrate Uber HECT-Ligasen

ubiquityliert, die zur einer weiteren Multiubiquitylierung eines zusatzlichen Faktors (E4)

bedurfen (Koegl et al., 1999).
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Die Multiubiquitylierung scheint kooperativ von E3- und E4-Enzymen
ausgefuhrt zu werden, da die Katalyse durch UFD2 nur in Gegenwart der E3-
Ligase UFD4 ablauft (Koegl et al., 1999). In ahnlicher Weise reguliert das
Protein CHIP die Ubiquitylierungsakivitat des E3-Enzyms Parkin (Imai et al.,
2002) und der E3/E4 Komplex aus CHN-1 und UFD-2 die Ubiquitylierung von
UNC-45 in C. elegans (Hoppe et al., 2004).

1.4 Funktionen der Ubiquitylierung

Die klassische Funktion der Ubiquitylierung besteht in der Markierung von
Proteinen zum Abbau. Dazu wird an einem Lysinrest des Substrats eine
Multiubiquitinkette synthetisiert, deren Ubiquitinreste hauptsachlich uber das
Lysin-48 verknupft sind (Chau et al., 1989). Ubiquitinketten, die Uber Lysin-63
verbunden sind, scheinen wichtige Abbau-unabhangige Funktionen in
diversen Prozessen, wie Endocytose, Stressantwort und DNA-Reparatur
wahrzunemen (Soetens et al., 2001; Spence et al., 1995). Diese spezifische
Modifikation wird durch spezielle Enzyme wie dem MMS2/UBC13
Heterodimer und dem TRAF6 E3-Enzym katalysiert (Deng et al., 1999;
Hofmann and Pickart, 1999). Der MMS2/UBC13 Komplex kooperiert unter
anderem mit den RING-Finger-Proteinen RAD5 und RAD18, sowie dem E2-
Enzym RADG6, was zur spezifischen Ubiquitylierung des Polymerase-
Kooperativitatsfaktors PCNA fuhrt und eine essentielle Funktion in der DNA-
Reparatur darstellt (Ulrich and Jentsch, 2000; Hoege et al., 2002). Die uber
Lysin-29 verlaufende Ubiquitylierung ist weniger gut charakterisiert. Sie ist fur
den Abbau von Ubiquitin-Fusionsproteinen wichtig. Diese werden mit einem
initialen Ubiquitin-Molekul modifiziert, welches eine Lysin-29 Verknupfung
aufweist. Diese Ubiquitylierung ist fur den proteasomalen Abbau allerdings
nicht ausreichend, jedoch eine notwendige Voraussetzung fur die nach-
folgende UFD2-katalysierte Ubiquitylierung, die Uber das Lysin-48 verlauft
und somit das Substrat-Protein zum Abbau markiert (Johnson et al., 1995,
Koegl et al., 1999). Synthetisch hergestellte Ubiquitinketten, die Uber Lysin-29

konjugiert sind, bilden eine Interaktionsflache fur die Proteine UFD3 und



Einleitung

UBP14 (Russell et al., 2004). Die physiologische Relevanz dieser Interaktion

ist allerdings unbekannt.

Neben Multiubiquitylierung ist auch Monoubiquitylierung ein wichtiger
Regulator zellularer Prozesse. Die Histone H2A und H2B werden in C-
terminalen Bereichen durch eine Monoubiquitylierung modifiziert (Busch et al.,
1981; Spencer et al., 1999). Die Ubiquitylierung des Histons H2B durch das
E2-Enzym RADG6 spielt in der Meiose eine entscheidende Rolle (Robzyk et
al., 2000; Jentsch et al., 1987). Es wird vermutet, dass die Ubiquitylierung
einen Einfluss auf die Struktur der Histone hat und damit die Zuganglichkeit
der Promotor-DNA fur die Transkriptionsmaschinerie beeinflusst. Weiterhin
wird Endocytose durch Monoubiquitylierung reguliert. Proteine, die in der
Plasmamembran lokalisiert sind, werden an cytoplasmatischen Domanen
ubiquityliert und durch rezeptorvermittelte Endocytose aufgenommen (Hicke,
2001; Rotin et al., 2000). Das Ubiquitinsignal scheint die Internalisierung in
Primare Endosomen zu unterstutzen und die Proteine fur den lysosomalen
Abbau zu markieren (Lucero et al., 2000). Monoubiquitylierung kontrolliert
ausserdem die Aktivitat der Endocytose-Maschinerie. Die Aktivitat des EPS15
Proteins, welches fur die Knospung von Clathrin Vesikeln zustandig ist, wird
ebenfalls durch ein einzelnes Ubiquitin-Molekul reguliert (Hicke, 2001). Die
Invagination der spaten Endosomenmembran in multivesikulare Teilchen
(multivesicular body; MVB) wird durch sogenannte ESCRT-Komplexe geleitet.
Dabei entscheidet das Monoubiquitinsignal, ob die Proteine in MVBs sortiert
und damit lysosomal abgebaut oder in die Membran der Vakuole integriert
werden (Babst et al., 2002a; Babst et al., 2002b). Eine wichtige Komponente
des ESCRT-I Komplexes stellt das Endosomen lokalisierte VPS23 dar.
Dieses Protein entspricht einem inaktivem E2-Enzym, da es keine
konjugierende Funktion ausubt, sondern die Erkennung des Mono-
Ubiquitinsignals vermittelt (Katzmann et al., 2001). Auch die Aktivitat von
Transkriptionsfaktoren wird durch Monoubiquitylierung beeinflusst. Zur
Transaktivierung des Transkriptionsfaktors VP16 bedarf es der Ubiqui-
tinierung durch den SCF*™° Komplex (Salghetti et al., 2001).
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1.5 Das 26S Proteasom

Multiubiquitylierte Proteine werden vom Proteasom spezifisch erkannt und
abgebaut. Das Proteasom-Holoenzym, auch 26S Proteasom genannt, ist ein
2.5 MDa grosser Komplex, der unter allen Eukaryonten hochkonserviert ist
(Hochstrasser, 1996). Die Gesamtstruktur kann in zwei Subkomplexe
gegliedert werden (Abb.1.4), den katalytischen Komplex (20S Komplex) und
den regulatorischen Komplex (19S Komplex). Der 20S Komplex besteht aus
vier gestapelten Ringen, die aus jeweils sieben homologen Proteinen
aufgebaut sind. Die beiden inneren -Ringe weisen die proteolytisch aktiven
Zentren auf, die in das Innere der zylindrischen Struktur weisen. (Groll et al.,
1997; Baumeister et al., 1998). Die ausseren a-Ringe sind mit dem
regulatorisch wirkenden 19S Partikel verbunden, der in zwei Strukturen
unterteilt werden kann, die als lid und base bezeichnet werden (Glickman et
al., 1998). Die N-terminalen Reste der a-Untereinheiten nehmen eine
regulatorische Funktion war, da sie den Substrat-Zugang in die Proteolyse-

Kammer blockieren (Groll et al., 2000).

@ } 19S regulatory particle

RPN10 .@

20S catalytic particle

Abbildung 1.4: Das 26S Proteasom.

Das 26S Proteasom besteht aus einem 20S Partikel (catalytic particle) und einem 19S
Partikel (regulatory particle), der seinerseits in lid und base unterteilt ist. Die 19S Untereinheit
ist an der Bindung und Entfaltung des Substrats beteiligt, wahrend die Proteolyse innerhalb
des 20S Partikels stattfindet, der aus 4 heptameren Ringen von o und § Proteinen besteht.
Das Protein RPN10 assoziiert mit /id und base, dient aber auch in loslicher Form als Substrat-

Rezeptor.

Der base Komplex weist sechs homologe ATPasen (RPT1-6) auf, die an der

Entfaltung des Substrates und dessen Translokation in den 20S Partikel
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beteiligt sind (Strickland et al., 2000). Die Funktion des lid Komplexes ist noch
ungeklart, obwohl dieser fur den Abbau multiubiquitylierter Protein notwendig
zu sein scheint (Glickman et al., 1998). Um einen effizienten Abbau zu
gewahrleisten, mussen ubiquitylierte Substrate durch Substrat-Rezeptoren
zum 26S Proteasom transportiert werden. Die Erkennung von Ubiquitin-
Konjugaten erfolgt dabei wahrscheinlich Uber die Oberflache einer Tetra-
Ubiquitinstruktur und ist durch hydrophobe Wechselwirkung mit dem
Rezeptormolekul zu erklaren (Sloper-Mould et al.,, 2001). In der Zelle
existieren spezielle Proteine, die Ubiquitin-Konjugate binden und somit am
Transport zum Proteasom beteiligt sein kbnnten. Als mogliche Substrat-
Rezeptoren wurden die Proteine RAD23, DSK2, RPN10 und RPT5 diskutiert
(Chen and Madura, 2002; Elsasser et al., 2004, Verma et al., 2004;
Lambertson et al., 1999; Lam et al., 2002). Eine Funktion dieser Proteine im
Transport von Substraten konnte bislang aber noch nicht gezeigt werden.
RAD23 und DSK2 verfugen Uber eine sogenannte UBL Domane (ubiquitin-
like domain) im Bereich des N-Terminus, welche eine Interaktion mit dem
Proteasom ermoglicht (Schauber et al., 1998; Kim et al., 2004). Ein weiteres
Charakteristikum ist die UBA-Domane (ubiquitin associated domain), ein
Modul zur Interaktion mit Ubiquitin-Konjugaten (Hofmann and Bucher, 1996;
Wilkinson et al., 2001). Das Protein RPN10 ist Bestandteil des Proteasoms
und wahrscheinlich an der Schnittstelle zwischen base und lid lokalisiert
(Abb.1.4) (Glickman et al., 1998; Hartmann-Petersen et al., 2001). RPN10 ist
in geringen Mengen als I6slicher Rezeptor im Cytosol vorhanden und bindet
uber die UIM-Domane (ubiquitin-interaction-motif)y an Ubiquitin-Konjugate (Fu
et al., 1999; van Nocker et al, 1996; Verma et al., 2004). Eine Deletion von
RPN10 ist in S. cerevisiae nicht lethal, sodass RPN10 nicht der primare
Rezeptor fur ubiquityliertes Substrat ist (van Nocker et al., 1996; Lam et al.,
2002). Wie die Substrat-Rezeptoren RPN10, RAD23 und DSK2 allerdings mit
den Proteinen der Multiubiquitylierungsmaschinerie kommunizieren, ist
bislang unbekannt. Die nachfolgende Substratbindung am Proteasom findet
vermutlich Uber Leucinreiche Proteinbindungsdomanen (leucine-rich repeats)
der Proteine RPN1 und RPN2 sowie uber die sechs ATPasen des 19S
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Partikels statt (Gottesman et al., 1997). Die gebundenen Substrate werden
schliesslich deubiquityliert und entfaltet bevor sie im katalytischen Partikel
abgebaut werden (Weissman, 2001). Die Proteolyse durch das Proteasom ist
streng ATP-abhangig (DeMartino et al., 1994; Glickman et al., 1998; Hershko
et al., 1984). In Analogie zu molekularen Motoren oder Chaperonen
verursachen die energiegetriebenen Konformationsanderungen der ATPasen
wahrscheinlich ein Offnen bzw. Schliessen des aus a-Untereinheiten
bestehenden Kanals, Entfalten des Substrates und die Translokation des
entfalteten Substrates in das Lumen des katalytischen Partikels (Amos et al.,
1997). Die Protein-Substrate werden dort in Peptide gespalten, die in ihrer
Lange zwischen 3 bis 23 Aminosauren liegen (Kisselev et al., 1999;
Nussbaum et al., 1998).

Neben dem vollstandigen Abbau ist das Proteasom auch an der
Prozessierung von Proteinen beteiligt. Dieser Vorgang wurde fur den
heterodimeren Transkriptionsfaktors NF-kB beschrieben, dessen eine Unter-
einheit als inaktives Vorlauferprotein (p105) synthetisiert wird (Fan and
Maniatis, 1991; Palombella et al., 1994). Das NF-xB p105 Protein wird in
einer Ubiquitin-abhangigen Reaktion durch das Proteasom zu einer 50 kDa-
Form prozessiert (Lin et al., 1996). Ein vollstandiger Abbau des p105
Vorlauferproteins durch das Proteasom wird dabei durch eine N-terminale,
hochstabile Rel homology domain verhindert (Lin and Kobayashi, 2003). Ein
limitierter Proteasom-abhangiger Abbau wurde zudem in S. cerevisiae fur die
Transkriptionsfaktoren SPT23 und MGA2 beobachtet (Hoppe et al., 2000;
Rape et al., 2001; Shcherbik et al., 2003). Diese Proteine werden ebenfalls
als Vorlauferproteine synthetisiert und in die Phospholipidmembran
eingebettet. Sie verfugen Uber sogenannte IPT Démanen, die auch als
Strukturmerkmal in der Rel homology domain von NF-xB vorliegen. Die
proteasomale Prozessierung von SPT23 erfolgt nach der Ubiquitylierung der
Vorlauferproteine, die durch die HECT-E3-Ligase RSP5 katalysiert wird
(Hoppe et al., 2000). MGA2 hingegen scheint in einem RSP5-unabhangigen

Mechanismus prozessiert zu werden (Shcherbik et al., 2003).
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1.6 Physiologische Funktionen von CDC48/p97

AAA-Proteine sind kooperativ wirkende ATPasen, die oligomere Strukturen
ausbilden (Hanson et al., 1997). Eines der meist studierten Vertreter dieser
Enzymklasse ist das Hexamer CDC48 bzw. dessen Saugerhomologes p97.
CDC48 ist durch eine N-terminale Proteinbindungsdomane und zwei Kopien
einer AAA-Domane gekennzeichnet (Walker et al., 1982; Bruderer et al.,
2004; Dreveny et al., 2004) und spielt in vielen zellularen Prozessen eine
entscheidende Rolle (Abb.1.5). CDC48/p97 ist in bestimmte
Membranfusionsvorgange involviert und ubernimmt eine Rolle ahnlich der
AAA-ATPase NSF (N-Ethylmalmeide-sensitive fusion protein) (Rothman,
1994; Sollner et al., 1993). Dazu zahlen Fusionsvorgange des
endoplasmatischen Retikulums (homotypic membrane fusion) und der
Wiederaufbau des Golgi-Komplexes nach der Zellteilung (Latterich et al.,
1995; Rabouille et al., 1998). Wahrend der Golgi-Membran-Fusion wirkt der
zusatzliche Faktor SHP1/p47, der an der N-terminalen Domane von
CDC48/p97 bindet und die ATPase Aktivitat moduliert (Kondo et al., 1997;
Meyer at al., 1998). Dadurch scheint die Bindung von CDC48/p97 zum t-
SNARE Syntaxin5 hergestellt zu werden. Das Aufbrechen dieser cis-SNARE
Komplexe durch CDC48/p97 ermboglicht schliesslich die Fusion mit einem
spezifischen v-SNARE-Molekul und damit die Membranfusion (Patel et al.,
1998; Rabouille et al., 1998). Zudem wird die Wiederherstellung der
Kernmembran nach der Mitose durch p97 reguliert, wobei sowohl p47 als
auch der heterodimerre Kofaktor UFD1/NPL4 eine Rolle spielen (Hetzer et al.,
2001). Ausserdem scheint der Komplex aus CDC48 und UFD1/NPL4 den
Abbau der Kernspindel nach der Mitose zu regulieren (Cao et al., 2003). Eine
entscheidende Rolle spielt CDC48/p97 in der Ubiquitin-abhangigen
Proteolyse. Zusammen mit dem heterodimeren Kofaktor UFD1/NPL4 bewirkt
CDC48 die Mobilisierung und Segragation des prozessierten und
ubiquitylierten Transkriptionsfaktors p90 (Rape et al., 2001). In ahnlicher
Weise konnte p97 mit der Ubiquitin-abhangigen Proteolyse des Inhibitors 1xB
in Verbindung gebracht werden (Dai et al., 1998).
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Abbildung 1.5: Funktionen von CDC48

Die AAA-ATPase CDCA48 spielt in unterschiedlichen zellularen Prozessen eine entscheidende
Rolle. Mittels des Kofaktors SHP1 ist CDC48 an Vorgangen der homotypischen Membran-
fusion beteiligt. Uber die Kofaktoren UBX2, SHP1 und UFD1/NPL4 wirkt CDC48 in Prozessen
der Ubiquitin-abhangigen Protein-Degradation. Der heterodimere Kofaktor UFD1/NPL4 dient
zudem der Mobilisierung und Segregation des ubiquitylierten Transkriptionsfaktors SPT23
und ist fur ERAD essentiell. Die physiologische Relevanz der Interaktion mit UFD2 und UFD3

ist noch unbekannt.

Ein weitere wesentliche Aufgabe des CDC48"™""* Komplexes ist die
Teilnahme an ERAD-Prozessen (ER associated degradation). ERAD ist fur
den Abbau integraler und lumenaler Proteine verantwortlich und spielt eine
wichtige Rolle in der Qualitatskontrolle, wodurch missgefaltete oder nicht
funktionsfahige Proteine spezifisch abgebaut werden kbnnen (Sommer and
Wolf, 1997). Daneben ubernimmt dieser Abbauweg auch regulative Aufgaben
uber welche die Aktivitat von ER-standigen Enzymen moduliert wird (Braun et
al, 2002). Die abzubauenden Proteine werden zunachst durch den SEC61

Kanal an die Oberflache der cytosolischen Membranseite transportiert, um
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dort spezifisch ubiquityliert zu werden (Tsai et al., 2002; Pilon et al., 1997;
Wilkinson et al., 2000; Zhou et al., 1999). Die Ubiquitylierung erfolgt zumeist
durch das membranstandige UBC6 bzw. UBC7, welches mit dem
HRD1/HRD3 E3-Ligase Komplex kooperiert (Bays et al., 2001). Die
Ubiquitylierung von ERAD-Substraten kdnnte moglicherweise als
Erkennungssignal fur das Ubiquitin-selektive Chaperon CDC48"™'™"* dienen
und eine Losung des Substrates aus der Membran und schliesslich den
proteasomalen Abbau ermobglichen (Rape et al., 2001; Bays et al., 2001;
Braun et al., 2002; Rabinovich et al., 2002; Ye et al., 2001; Ye et al., 2003).
Die Funktion von CDC48/p97 in proteasomalen Abbauwegen scheint zudem
mit der Klasse der UBX-Domanen (ubiquitin regulatory X) in Zusammenhang
zu stehen (Schuberth et al., 2004; Decottignies et al.; 2004). Weitere
Interaktoren von CDC48 wurden in einem screen mit einer artifiziellen N-
terminalen Ubiquitinfusionen gefunden. Dazu zahlen neben UFD1 die UFD-
Proteine UFD2 und UFD3 (Koegl et al., 1999; Gishlain et al., 1996). Die
physiologische Relevanz der Interaktion dieser Proteine mit CDC48 ist

allerdings noch unklar.

Die Aktivitaten von CDC48 in unterschiedlichen zellularen Prozessen konnen
moglicherweise durch die strukturellen Veranderungen wahrend der ATP-
Hydrolyse erklart werden. Die beiden ATPase-Domanen jeder Untereinheit
liegen gestapelt vor, sodass eine ringformige Struktur mit einem zentralen
Kanal entsteht (Huyton et al., 2003). In Abhangigkeit des ATPase-Zyklus wird
die Konformation des Homohexamers umstrukturiert. Die energiereiche
Hydrolyse von ATP wird in bestimmte mechanische Bewegungen
transformiert, die eine Rotation der AAA-Domanen zueinander, ein Offnen
oder Schliessen des zentralen Kanals und eine Veranderung der
Konformation der flexiblen N-Domane bewirken (Rouiller et al., 2000; Rouiller
et al., 2002).
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1.7 Die Regulation von OLE1 in S. cerevisiae

Ein wichtiger Regulationsweg bei dem das Ubiquitin-Proteasom-System und
CDC48 beteiligt sind, ist die Kontrolle der Bereitstellung von ungesattigten
Fettsauren. Fur die Funktion und die Integritat des Membransystems der Zelle
ist die Fluiditat der Membran von grosser Signifikanz. Die Mobilitat integraler
Membranproteine, die korrekte Ausbildung der Membranstrukturen von
Organellen und der Kernmembran werden entscheidend durch das Verhaltnis
von ungesattigten zu gesattigten Fettsauren bestimmt. Die Menge an
ungesattigten Fettsauren wird durch sogenannte Fettsauredesaturasen
bestimmt, die spezifisch Doppelbindungen in gesattigte Fettsauren einfuhren.
In der Hefe kodiert das essentielle OLE1 Gen fur eine A9-
Fettsauredesaturase (Stukey et al., 1989). Die Konzentration des OLE1
Proteins wird in S. cerevisiae durch die Proteine SPT23 und MGA2 reguliert
(Zhang et al., 1999) (Abb.1.6). Der Transkriptionsfaktor SPT23 wird als
inaktives p120 Vorlauferprotein synthetisiert und in der Membran des ER
verankert. Nach Dimersierung wird SPT23 durch die HECT-E3-Ligase RSP5
ubiquityliert und anschliessend proteasomal prozessiert. Dadurch ensteht ein
l6sliches Fragment (p90), welches jedoch mit dem nicht prozessierten
Partnermolekil (p120) verbunden bleibt (Hoppe et al., 2000). Die Segregation
und Mobilisierung der ubiquitylierten p90-Form erfolgt in einer ATP-
abhangigen Reaktion durch den CDC48"™'"""* Komplex (Rape et al., 2001).
Im Zellkern bewirkt p90 schliesslich die Transkription des essentiellen OLE1
Gens. Eine Ebene der Regulation von OLE1 entspricht einem negativen
feedback loop. Das von OLE1 katalysierte Reaktionsprodukt Palmitoleinsaure
(16:1) inhibiert die Prozessierung des p120 Vorlauferproteins und verhindert
damit eine weitere Transkription des OLE71 Gens. Weiterhin zeigen die
ungesattigten Fettsauren Linolsaure (18:2) und a-Linolensaure (18:3) den
gleichen Effekt auf die Prozessierung (Hoppe et al., 2000). OLE1 ist zudem
ein kurzlebiges Protein, welches nach Wirken des CDC48""""N"* Komplexes
durch ER assoziierte Degradation (ERAD) abgebaut wird (Braun et al., 2002).
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Abbildung 1.6: Prozessierung und Mobilisierung des Transkriptionsfaktors SPT23.
SPT23 wird als p120 Vorlauferprotein synthetisiert und in der Membran des
Endoplasmatischen Retikulums verankert. Nach Dimerisierung und anschliessender

Ubiquitylierung durch die E3-Ligase RSP5 wird eines der Proteinmolekile proteasomal

prozessiert. Das entstandene p90 Fragment wird durch die Aktivitat des CDC48YP'NPH4

Komplexes vom p120 Partnerprotein segregiert und ins Cytosol mobilisiert. Nach Transport in
den Zellkern wirkt p90 als Transaktivator der OLE1 Tranksription. Die Degradation von p90

findet vermutlich ebenfalls im Zellkern statt.

Aufgrund dieser Kontrollmechanismen vermag die Zelle die Menge an OLE1-
Protein gezielt steuern und sich so auf die gegebenen Umweltbedingungen
einstellen zu kdnnen. Die Degradation von SPT23 ist allerdings noch nicht
verstanden. Man kann aber mutmassen, dass der Transkriptionsfaktor nach
dem Prozess der Transaktivierung vermutlich im Zellkern proteasomal

abgebaut wird.
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Zielsetzung der Arbeit

Die AAA-ATPase CDCA48 ist eine essentielle Komponente des proteasomalen
Abbaus in S. cerevisiae. Neben der beschriebenen Segregase- und
Mobilisierungsfunktion fur den Transkriptionsfaktor SPT23 und membran-
standige Proteine (ERAD), bindet CDC48 an den Multiubiquitylierungsfaktor
UFD2. Die starke Interaktion dieser Proteine legte ein Kooperation beider
Proteine in Ubiquitylierungsprozessen nahe. In dieser Arbeit sollte die
physiologische Bedeutung dieser Wechselwirkung untersucht werden und
damit ein Erklarungsansatz fur die Funktion von CDC48 im proteasomalen
Abbau gefunden werden. Ein weiterer Schwerpunkt sollte die durch Ubiquitin-
bindende Proteine vermittelte Substratubertragung zum Proteasom sein.
Dazu wurde gezielt nach Faktoren gesucht, die mit UFD2 interagieren und
Protein-Substrate nach UFD2-abhangiger Multiubiquitylierung binden.
Schliesslich sollte der Einfluss dieser Faktoren im Abbau des

Transkriptionsfaktors SPT23 und im ERAD-Prozess analysiert werden.
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2. Ergebnisse

2.1 Aufreinigung und Charakterisierung der AAA-ATPase CDC48

Das Homohexamer CDC48/p97 ist durch zwei AAA-ATPase-Doméanen und
eine N-terminale Domane gekennzeichnet (Abb.2.1A) und eine wesentliche
Komponente des Ubiquitin-Proteasom-Systems. Um biochemische und
strukturelle Studien mit CDC48 durchfuhren zu kbnnen, wurde das Protein in
E. coli als Fusion mit einem His-Epitop uUberexprimiert und in zwei
sequentiellen Schritten bestehend aus einer Affinitatschromatographie mit Ni-
NTA-Agarose und einer anschliessenden Gelfiltration Uber eine Superose 6-
Saule aufgereinigt. Der Proteinkomplex eluierte in einem einzelnen Peak bei
einem Molekulargewicht von etwa 600kDa, was auf eine vollstandige
Hexamerisierung schliessen lasst. Zur strukturellen Charakterisierung wurde
das aufgereinigte, homogene Protein (Abb. 2.1B) in einer Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von W. Baumeister (Max Planck Institut fur Biochemie)
untersucht. Es wurden elektronen-mikroskopische Aufnahmen der
Proteinpartikel nach Negativ-Staining (Abb. 2.1C) oder, nach Einbettung der
Proteinpartikel in Eis, elektron-kryo-mikroskopische Aufnahmen erhalten
(Abb. 2.1D). Die hexamere Struktur bzw. sechsfache Symmetrie des
Proteinkomplexes konnte veranschaulicht werden, in guter Ubereinstimmung
mit den publizierten Daten der Strukturen von p97 und VAT, dem CDC48
Homologen aus Thermoplasma acidophilum (Huyton et al., 2003; Rouiller et
al., 2002; Rockel et al., 1999). Der Durchmesser des Hexamers wurde auf
13,8 nm bestimmt und im Negativ-Staining konnte die Separation der sechs
Protomere durch radiale Vertiefungen demonstriert werden. Die starke
Anfarbung des Zentrums deutet auf die Existenz eines zentralen Kanals hin,
was ebenfalls in Einklang mit den strukturellen Daten des VAT-Komplexes
bzw. p97 ist (Rockel et al., 1999; Rouiller et al., 2002). Die Ubersicht
verschiedener Aufnahmen des Proteinkomplexes (Abb. 2.1.C) zeigt Schnitte

aus unterschiedlichen Ebenen des Hexamers und liefert somit eine grobe
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Annaherung der dreidimensionalen Struktur. Die Funktionalitat des
Proteinkomplexes wurde durch kolorimetrische ATPase-Assays bestatigt

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 2.1: Aufreinigung und Charakterisierung der AAA-ATPase CDC48.

(A) CDC48 ist gekennzeichnet durch eine N-terminale Bindungs-Domane und zwei AAA-
ATPase Domanen. (B) Aufreinigung von rekombinantem CDC48 nach Expression in E. coli.
Nach Affinitatschromatographie und anschliessender Gelfiltration wurde das aufgereinigte
Protein elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue angefarbt. (C)
Elektronenmikroskopische Aufnahme des CDC48 Hexamers nach Negativ-Staining. Die
einzelnen Protomere des Komplexes sowie ein zentraler Kanal kébnnen veranschaulicht
werden. Der Durchmesser des CDC48-Komplexes wurde auf 13,8 nm bestimmt. (D)
Strukturelle Darstellung des Hexamers in elektron-kryo-mikroskopischen Aufnahmen. Nach
Einbettung in Eis wurden die Komplexe elektronenmikroskopisch untersucht. Die ringformige
Struktur des Komplexes konnte abermals verdeutlicht werden. (E) Lokalisierung von p97 in

HelLa Zellen. Ein Konstrukt zur Expression von 4G

p97 wurde stabil in HeLa Zellen
transformiert und mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie untersucht. Die Zellkerne sind durch
DAPI (blau) angefarbt. p97 (grun) wurde mit Hilfe des Flag-Epitops durch indirekte

Immunfluoreszenz sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern detektiert.
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Zur Lokalisierung der AAA-ATPase wurden Immunofluoreszenz Studien
durchgefuhrt (Abb 2.1E). Dazu wurde ein FLAG markiertes p97-Konstrukt
stabil in HeLa Zellen exprimiert. Nach Fixierung und Inkubation mit primaren
und Fluoreszenz-markierten sekundaren Antikorpern wurden die Zellen
mikroskopisch untersucht. p97 ist uberwiegend im Cytoplasma lokalisiert,
kommt aber auch im Zellkern in Form von granularen Partikeln vor. Von
CDC48 ist eine vergleichbar nukleare Lokalisierung in Abhangigkeit von der

Phosphorylierung eines C-terminalen Tyrosins bekannt (Madeo et al., 1998).

2.2 Darstellung des rekombinanten CDC48"FP"NPL4 Komplex

Der Komplex aus p97 und den Kofaktoren UFD1/NPL4 wurde erstmals in
Saugerzellen identifiziert und nachfolgend als Komponente in diversen
physiologischen Prozessen gefunden (Meyer et al., 2000). Um funktionelle
Studien durchfuhren zu kénnen, wurden die Kofaktoren von CDC48 ebenfalls
rekombinant aufgereinigt. Dazu wurde eine GST-Fusion von UFD1 und HIS,-
markiertes NPL4 in E. coli koexprimiert und uber zwei sequentielle
Affinitatschromatographieschritte, zunachst mit Ni-NTA Agarose und
anschliessend mit Glutathione-Sepharose, aufgereinigt. Fur einige
Anwendungen wurde der GST-Teil von UFD1 durch Thrombin abgeschnitten
(Abb. 2.2A). Nach Zugabe von rekombinantem CDC48 zum gereinigtem
UFD1/NPL4 Heterodimer konnte der vollstandige CDC48""""N"* Komplex
erhalten werden. Nach einstundiger Inkubation bei 4°C wurde das Protein-
gemisch einer Gelfiltration unterzogen. Das Material eluierte in einem
scharfen Peak bei etwa 1000 kDa und zeigte eine eindeutige Interaktion von
CDC48 und dem heterodimeren Kofaktor (Abb. 2.2B). Der CDC48"""Pt
Komplex bildet wahrscheinlich eine Struktur aus einem hexameren CDC48,
welches mit drei heterodimeren UFD1/NPL4 Molekulen interagiert (Abb.
2.2C). Eine strukturelle Charakterisierung des CDC48"™"™""* Komplexes war
nicht moglich, da unter den Fixierungsbedingungen der Elektronen-

mikroskopie die Komplexe nicht intakt blieben.
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Abbildung 2.2: Aufreinigung des rekombinanten CDC48"F°'"Pt4 Komplexes.

(A) Der UFD1/NPL4 Komplex wurde durch eine zweifache Affinitatschromatographie mit Ni-
NTA Agarose und Glutathione-Sepharose aufgereinigt. Der GST-Teil von UFD1 wurde durch
Thrombin abgeschnitten, und die Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit
Coomassie Brilliant Blue angefarbt. (B) Der CDC48"™P"P* Komplex wurde durch Inkubation
des UFD1/NPL4 Komplexes (A) mit CDC48 hergestellt. Nach einer Gelfiltration wurde ein
Aliquot des Eluats durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue angefarbt.
(C) Hypothetisches Modell fur den CDC48P'"™P4 Komplex.

2.3 Charakterisierung des E4-Enzyms UFD2

UFD2 wurde in einem screen zur Identifizierung von Mutanten gefunden,
welche das kurzlebige Ubiquitin-Fusionsprotein Ubi-Pro-BGalactosidase (Ubi-
ProBGal) stabilisieren (Johnson et al., 1995). Es ist ein monomeres Protein
mit einem Molekulargewicht von 110kD und durch eine konservierte Domane
gekennzeichnet, die sogenannte U-Box, welche den C-Terminus des Proteins
umfasst (Abb. 2.3A). Die U-Box ist den RING-Fingern von bestimmten E3-
Ubiquitin-Ligasen strukturell ahnlich (Aravind and Koonin, 2000; Ohi et al.,
2003) und es wurde angenommen, dass die Aktivitat des E4-Enzyms auf die
Prasenz der U-Box zuriuickzufuhren ist. Es konnte demonstriert werden, dass
die U-Box von UFD2 die fur die RING-Finger Proteine typische
Autoubiquitylierung zeigt. Experimentell wurde dieses mit einem in vitro
Ubiquitylierungsassay nachgewiesen. Dazu wurden sowohl GST und eine
Fusion aus GST und U-Box in E. coli exprimiert und aufgereinigt (Abb. 2.3B)
und einer Ubiquitylierungsreaktion unterzogen (Abb. 2.3C). Die beiden
Proteine wurden mit E1-, E2- und optional E3-Enzymen aus Extrakten in

Gegenwart von ATP und Ubiquitin inkubiert. Die benutzten Extrakte wurden
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aus Bacculovirus-infizierten SF9-Zellen erhalten, welche die entsprechenden

Enzyme stark Uberexprimierten.
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Abbildung 2.3: Charakterisierung des E4-Enzyms UFD2.

(A) Schematische Darstellung von UFD2. Das E4-Enzym UFD2 ist nur Uber eine Domane, die
sogenannte U-Box, gekennzeichnet. (B) Aufreinigung des GST-U-Box Proteins. GST und
GST-U-Box wurden in E. coli exprimiert und durch Affinitatschromatographie aufgereinigt
Beide Proteine (jeweils 1 und 2 pg) wurden im SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie
Brilliant Blue angefarbt. (C) Die U-Box wird autoubiquityliert. GST und GST-U-Box wurden mit
E1- und E2- bzw. mit E1-, E2- und E3-Enzymen in einem Ubiquitylierungsassay inkubiert. Die
Reaktionsprodukte wurden in anti-GST Immunoblots untersucht. Die U-Box wurde spezifisch
und vollstandig ubiquityliert. Der Asterisk kennzeichnet ein kreuzreaktives Protein. (D)
Rekombinantes UFD2. Nach Aufreinigung wurde das Protein durch SDS-PAGE aufgetrennt
und mit Coomassie gefarbt. (E) Aktivitat von rekombinantem UFD2 im Ubiquitylierungsassay.
Das Substrat Ubiquitin-ProteinA wurde mit rekombinantem UFD2 und E1-, E2- und E3-
Extrakten aus den entsprechenden Bacculo-infizierten SF9-Zellen in einem in vitro
Experiment ubiquityliert (Koegl et al., 1999). Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Aliquots

aus den Reaktionsansatzen enthommen und in einem Westernblot gegen ProteinA analysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die U-Box im Gegensatz zum Kontrollprotein
GST spezifisch ubiquityliert wird. Die Ubiquitylierungsreaktion war vollstandig
unabhangig von Ubiquitin Ligasen (E3), d.h. sie fand bereits in Gegenwart

von E1- und E2-Enzymen statt. Zur weiteren Funktionsanalyse wurde UFD2
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in E. coli exprimiert und uber Affinitatschromatographie aufgereinigt (Abb.
2.3D). Das homogen aufgereinigte Protein wurde schliesslich in einer in vitro
Ubiquitylierungsreaktion auf Funktionalitat getestet. Dazu wurde das UFD-
Substrat Ubiquitin-ProteinA mit Bacculovirus-infizierten SF9-Zell Extrakten,
die E1-, E2- und E3-Enzyme stark uberexprimierten, und aufgereinigtem
UFD2 in Gegenwart von ATP und Ubiquitin inkubiert (Abb. 2.3E). Dabei
konnte eine Zunahme der Ubiquitylierung in Abhangigkeit der Reaktionszeit
beobachtet werden und damit die Aktivitat des aufgereinigten Proteins

nachgewiesen werden.

2.4. CDC48YFP"™PL wirkt bei der Substratbeladung von UFD2

Die Interaktion von UFD2 und CDCA48 in vitro und in vivo gab Anlass zu der
Vermutung, dass CDC48 moglicherweise an der Substratbeladung von UFD2
mitwirkt. Da CDC48 eng mit den Kofaktoren UFD1/NPL4 zusammenarbeitet,
sollte der Zusammenhang zwischen UFD2 und dem CDC48"™"™"* Komplex
untersucht werden. Das praferenzielle Binden oligo-ubiquitylierter Substrate,
sowohl durch UFD2 als auch durch den CDC48""™""* Komplex (Koegl! et al.,
1999; Rape et al., 2001) deutete auf eine enge Kooperation dieser Faktoren
hin. In Bindungsstudien sollte zunachst Uberpruft werden, ob der
CDC48"™P"F* Komplex mit UFD2 interagieren kann. Dazu wurden GST und
eine GST-Fusion von UFD1 im Komplex mit NPL4 mit rekombinantem
CDC48, UFD2 oder beiden Proteinen inkubiert (Abb. 2.4A). Der UFD1/NPL4
Komplex interagierte spezifisch mit CDC48, eine direkte Interaktion mit UFD2
war hingegen sehr schwach. Allerdings wurde eine uber CDC48 vermittelte
Interaktion zwischen UFD1/NPL4 und UFD2 beobachtet. In Immun-
prazipitations-Experimenten in Zusammenarbeit mit Michael Rape konnte
desweiteren gezeigt werden, dass CDC48 nur in Abhangigkeit des Kofaktors
UFD1/NPL4 mit Ubiquitin-Konjugaten interagiert (Abb 2.4B). Damit konnte
verdeutlicht werden, dass CDC48 Ubiquitin-Konjugate uber den Faktor
UFD1/NPL4 rekrutiert. Schliesslich stellte sich die Frage, inwiefern die
Substrat-Beladung des E4-Enzyms UFD2 von der Aktivitat des CDC48"FPNPL
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Komplexes abhangt. Dazu wurden Experimente durchgefuhrt, in welchen vsv-

markiertes UFD2 und Ubi-ProB3gal (vergl.2.3) in vivo koexprimiert wurden.
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Abbildung 2.4: CDC48"FP"NPL4 wirkt bei der Substratbeladung von UFD2

(A) Der CDC48YFP"WPL interagiert mit UFD2. Aquimolare Mengen an GST oder GST Fusionen
von UFD1 im Komplex mit NPL4, wurden an Glutathione-Sepharose gebunden und mit
rekombinantem CDC48, UFD2 oder beiden Proteinen inkubiert. Die prazipitierten Proteine
wurden im SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue angefarbt. Der Input
zeigt 6% des eingesetzten UFD2 und 3% des eingesetzten CDC48 Proteins. (B) Die
Interaktion von CDC48 und ubiquitylierten Proteinen ist in ufd71-2 und npl/4-1 Mutanten
reduziert. WT, ufd1-2 und npl4-1 Zellen, die myc-markiertes Ubiquitin exprimierten, wurden
bei 37°C inkubiert und Ubiquitin-Konjugate mit anti-myc Antikbrpern immunprazipitiert.
Coprazipitiertes CDC48 wurde mittels anti-CDC48 Antikorpern detektiert. Als Kontrolle
(control) wurden Zellen eingesetzt, die unmarkiertes Ubiquitin exprimierten. (C) UFD2 bindet
das Substrat Ubi-ProBgal in ufd7-2 und npl/4-1 Mutanten mit geringerer Affinitat. Ubi-ProBgal
wurde aus Zell-Lysaten von WT, ufd7-2 und npl4-1 Mutanten immunpréazipitiert. Die Zellen
wurden wie in (B) bei der restriktiven Temperatur (37°C) inkubiert und coprazipitiertes UFD2
wurde mittels anti-VSV Antikdrpern im Immunoblot analysiert. Die Kontrol (control) bezeichnet

Zellen, die kein Ubi-ProBgal exprimieren.
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Immunpréazipitationen mit anti-B-galactosidase Antikbrpern zeigten eine starke
Interaktion von UFD2 mit dem UFD-Substrat in WT Zellen (Abb 2.4C). In
UFD1 und NPL4 Mutanten war diese Wechselwirkung jedoch stark reduziert
und es konnte geschlussfolgert werden, dass der CDC48"™""F* Komplex die

Substratbeladung von UFD2 vermittelt.

Damit Ubernimmt der CDC48"™P"™P* Komplex eine Aufgabe in der
Rekrutierung und Ubertragung von oligo-ubiquitylierten Substraten. CDC48
scheint die Faktoren UFD1/NPL4 und UFD2 Uber unterschiedliche Domanen
zu binden und damit die Bildung eines ternaren Komplexes zu bewirken. Die
enge raumliche Anordnung der Proteine ermoglicht, dass UFD2 durch den

CDC48"FP"NPL4 Komplex mit Substrat beladen werden kann.

2.5. CDC48"FP"NPL4 hewirkt eine Limitierung der Kettenlange

wahrend der Multiubiquitylierung

Im Folgenden stellte sich also die Frage, inwiefern dem CDC48"™°"Nt4
Komplex auch nach Ubertragung des Substrates auf UFD2 eine Bedeutung
wahrend der Multiubiquitylierung zukommt. Aus diesem Grund wurde eine
UFD2-katalysierte Ubiquitylierung in Gegenwart des rekombinant
aufgereinigten Komplexes durchgefuhrt. In dem verwendeten
Ubiquitylierungsassay wurden Ubiquitin-Fusionsproteine (Ubiquitin-ProteinA,
Ubiquitin-Pro-BGalactosidase) in Gegenwart von SF9 Zell-Extrakten, die
jeweils E1, E2 oder E3 stark Uberexprimierten, Ubiquitin, rekombinantem
UFD2 und einem ATP-Regenerationssystem inkubiert. Dabei liess sich
beobachten, dass mit ansteigender Menge des zugegebenen CDC48"™P'/NFL4
Komplexes eine Limitierung der Kettenlange bis zu einer Anzahl von etwa 3-6
Ubiquitinresten erfolgte (Abb. 2.5A, links). Eine weitere Limitierung der
Ubiquitylierung wurde nicht beobachtet, d.h der CDC48"™'"NF* Komplex
verursachte nicht grundsatzlich eine Inhibierung der E4 Aktivitat. Zudem war
dieser Effekt hochspezifisch, da vergleichsweise hohere Konzentrationen an
BSA keinen Effekt auf die Multiubiquitylierung hatten (Abb. 2.5A, rechts) und
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andere Proteine, wie zum Beispiel UFD3 oder GST, ebensowenig zu einer
Limitierung der Kettenlange fuhrten (Daten nicht gezeigt). Die Limitierung der
Kettenlange ist nicht Substrat-spezifisch, da der beobachtete Effekt auch bei
anderen Substraten wie der Ubiquitin-Pro-BGalactosidase (Abb. 2.5B) und
Ubiquitin-GST auftrat (Richly et al., 2005). Die Reproduzierbarkeit der
Kettenlimitierung durch den CDC48"™"™ 4 Komplex fur unterschiedliche
Ubiquitin-Fusionenproteine deutet auf einen konservierten Mechanismus zur

Einschrankung der Ubiquitylierungsreaktion hin.
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Abbildung 2.5: CDC48"F°'"PL4 pewirkt eine Limitierung der Kettenlange wahrend der
Multiubiquitylierung.

(A) links: Es wurden in vitro Ubiquitylierungsreaktionen mit E1, E2 und E3 (Spur 1) oder mit
denselben Enzymen in Gegenwart von E4 (0.25uM) (Spur 2) durchgefuhrt. Ansteigende
Mengen an CDC48""™""NP4 wurden den Reaktionen zugegeben in einem molaren Verhaltnis
von 1:1, 2:1, 4:1 und 8:1 des Komplexes gegeniuiber dem Substrat (0.125yM) (Spuren 3-6).
Rechts: Ein vergleichbares Experiment wurde durchgefuhrt einerseits in Gegenwart des
CDC48"FP'"NPLY Komplexes (Spur 2; 8:1 Verhaltnis zum Substrat) oder BSA (8:1, 40:1, 80:1
gegenuber dem Substrat). Die Reaktionsprodukte wurden in anti-ProteinA Immunoblots
analysiert. (B) Ahnlich wie in (A). Das Substrat Ubi-ProBgal wurde in Ubiquitylierungs-
reaktionen in Gegenwart des CDC48"FP'NPL4 Komplexes untersucht. Der CDC48 Komplex
wurde ebenfalls im Uberschuss eingesetzt. Die Reaktionsprodukte wurden in anti-

BGalaktosidase Immunoblots analysiert.
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2.6 Die Limitierung der Kettenlange wird spezifisch durch CDC48

hervorgerufen

Die Limitierung der Ubiquitinkettenlange durch den CDC48"™*"""* Komplex
war auf eine Anzahl von 3 bis 6 Ubiquitinresten begrenzt und stets wurden
langere Ubiquitinketten boebachtet als in einer Reaktion ohne E4 (d.h. nur in
Gegenwart von E1-, E2- und E3-Enzymen. Um den Mechanismus der
Limitierung besser zu verstehen, wurde ein Experiment durchgefuhrt, bei
welchem in einer Multiubiquitylierungsreaktion nach Zugabe von rekom-
binantem CDC48"™"F* Komplex anschliessend eine ansteigende

Konzentration von UFD2 zugesetzt wurde (Abb. 2.6A).
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Abbildung 2.6: Die Limitierung der Kettenlange wird spezifisch durch CDC48 bewirkt.

(A) Ein Uberschuss an UFD2 verhindert nicht die Limitierung der Kettenlange. Die
Ubiquitylierungsreaktionen wurden durchgefuhrt wie in Abb. 2.5A in Gegenwart ansteigender
Mengen des CDC48""™P"NPL4 Komplexes bis zu einem 8 fachen molaren Uberschuss uiber das
Substrat mit konstanten Mengen an UFD2 (0.125uM) (Spuren 1-5). Anschliessend wurde die
Konzentration von UFD2 schrittweise auf 3uyM gesteigert (Spuren 6-9). Die
Reaktionsprodukte wurden in anti-ProteinA Immunoblots analysiert. (B) Die Limitierung der
Kettenlange wird durch CDC48 hervorgerufen. Die Reaktionen wurden durchgefuhrt wie in
Abb. 2.5A. Hexameres CDC48 (1uM) (Spur 4), UFD1/NPL4 Heterodimer (1uM) (Spur 5) oder
beides (Spur 3) wurden den Reaktionsansatzen hinzugefugt. Dies entsprach einem 8 fachen
molaren Uberschuss Uber das Substrat (0.125pM). Die Reaktionsprodukte wurden in anti-

ProteinA Immunoblots analysiert.
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Bei gleichbleibender Konzentration von CDC48'"™"“  einem molaren
Verhaltnis von 8:1 des Komplexes gegenuber dem Substrat, wurde in den
Reaktionen nun die Konzentration an rekombinantem UFD2 schrittweise
erhoht. Trotz ansteigender Konzentration von UFD2 konnte die CDC48
vermittelte Limitierung der Kettenlange nicht aufgehoben werden, d.h. es
wurde keine weitere Verlangerung der Ubiquitin-Ketten beobachtet. Damit
konnten ein Titrationseffekt oder ein Inaktivierungsmechanismus aus-
geschlossen werden. Die Limitierung der Ubiquitinkettenlange liegt demnach
einem anderen Mechanismus zu Grunde, der vielleicht mit der Affinitat von
Ubiquitinketten zu den Komponenten des CDC48"™P"™P* Komplexes
begrundet werden kann. Um einen detailierten Einblick in die Limitierung der
Kettenlange zu erhalten, wurde untersucht, ob der gesamte CDC48"™°"N"t4
Komplex oder nur CDC48 bzw. der heterodimere Kofaktor UFD1/NPL4 die
Limitierung verursachte. Dazu wurden Multiubiquitylierungsreaktionen in
Gegenwart des CDC48"™™"""* Komplexes oder aber nur CDC48 bzw.
UFD1/NPL4 Komplex durchgefuhrt (Abb 2.6B). Es zeigte sich, dass CDC48
allein fur den beschriebenen Effekt wahrend der Multiubiquitylierung
verantwortlich ist, nicht jedoch der Kofaktor UFD1/NPL4. Dies war insofern
unerwartet, da auch das heterodimere UFD1/NPL4 ubiquitylierte Spezies
bindet und, wie bereits gezeigt, als Substrat-Rekrutierungsfaktor fur CDC48

dient.

Damit kommen CDC48 zwei wichtige Funktionen im Verbund mit UFD2 zu.
Einerseits ist CDC48 mit Hilfe der Kofaktoren UFD1/NPL4 in die
Substratubertragung auf UFD2 involviert, andererseits bewirkt CDC48 eine

Limitierung der Multiubiquitin-Kettenlange.

2.7 RAD23 und DSK2 interagieren mit UFD2

Um eine Verbindung der UFD2-katalysierten Ubiquitylierungsreaktion und
dem Transport des Substrates zum Proteasom herzustellen, sollte nach

einem Zusammenhang zwischen den Faktoren UFD2 bzw. CDC48 und
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Substrat-Rezeptor Proteinen gesucht werden. Wie diese Rezeptoren aber mit
den Proteinen der Multiubiquitylierungsmaschinerie kommunizieren, war
bislang unbekannt. Um dieser Frage nachzugehen, sollten zunachst
charakterisierte Substrat-Rezeptoren (Abb.2.7A) auf ihre Interaktion mit
Komponenten der Multiubiquitylierung untersucht werden. Die enge
Kooperation von UFD2 und CDC48 wahrend der Multiubiquitylierung war
Anlass Bindungsstudien durchzufuhren, die Aufschluss Uber eine mogliche
Interaktion der Multiubiquitin-Rezeptoren mit CDC48 bzw. UFD2 geben
sollten. Es wurden GST-Pulldown Experimente mit rekombinanten Proteinen
durchgefuhrt, um direkte Interaktionen nachweisen zu kbnnen. Dazu wurden
GST und Fusionen aus GST mit UFD2, RPN10, RAD23, DSK2 sowie UFD1
zusammen mit "NPL4 in E. coli Uberexprimiert und durch Affinitats-
chromatographie aufgereinigt. Es wurden Prazipitations-Experimente
durchgefuhrt, in welchen zunéachst die GST-Fusions-Proteine an die
Glutathione-Matrix gebunden und anschliessend mit rekombinanten Proteinen
oder Zellextrakt inkubiert wurden. Aus diesen Versuchen resultierte, dass
rekombinantes CDC48 mit dem UFD1/NPL4 Komplex und UFD2 (Abb. 2.7B),
jedoch mit keinem der genannten Rezeptoren interagiert (Meyer et al., 2000;
Koegl et al., 1999). CDC48 scheint also nicht direkt an den Prozess der
Substrat-Weitergabe gekoppelt zu sein. Interessanterweise konnte eine
Interaktion von rekombinant aufgereinigtem UFD2 mit den Ubiquitin-
bindenden Rezeptoren RAD23 und DSK2 nachgewiesen werden. Das Protein
RPN10 zeigt hingegen keine Affinitat zu UFD2 (Abb.2.7C). UFD2 selbst
scheint somit Multiubiquitylierung und den Transport durch die Rezeptor-
Proteine RAD23 und DSK2 zu verknupfen. In einem weiteren Experiment
wurde die Interaktion zwischen UFD2 und RAD23 bestatigt, wobei eine
Fusion aus GST und UFD2 zur Prazipitation von endogenem RAD23 aus
Zellextrakt mit chromosomal markiertem RAD23 benutzt wurde (Abb. 2.7D).
Die Bindungseigenschaften von RAD23 und DSK2 liessen vermuten, dass
diese Rezeptoren in der Substratweitergabe zum 26S Proteasom redundant

wirken kbnnen.
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Abbildung 2.7: DSK2 und RAD23 binden UFD2.

(A) Anordnung der UBA (ubiquitin asociated domain) und UBL (ubiquitin-like domain)
Domanen der Proteine RAD23 und DSK2. RPN10 verfugt Uber eine N-terminale VWD (von
Willebrand factor domain) und eine C-terminale UIM (ubiquitin interaction motiv) Domane. (B)
Aguimolare Mengen an GST oder GST-Fusionen von UFD1/NPL4, RPN10, DSK2, RAD23
und UFD2 wurden an Glutathione-Sepharose gebunden und mit rekombinantem CDC48
inkubiert. Die prazipitierten Proteine wurden im SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie
Brilliant Blue angefarbt. Der Input zeigt 15% des eingesetzten Proteins. (C) UFD2 bindet
RAD23 und DSK2. Prazipitations-Experimente wie in (B) mit GST bzw. GST-Fusionen mit
RPN10, DSK2 und RAD23 nach Inkubation mit rekombinantem UFD2. Der Input zeigt 15%
des eingesetzten Proteins (D) UFD2 prazipitiert RAD23 aus Zellextrakten. GST und GST-
UFD2 wurden mit Zell-Extrakten inkubiert, welche ProteinA-markiertes RAD23 exprimierten.
Das Prazipitat wurde durch anti-ProteinA Immunoblots untersucht. Der Input zeigt 2% des
eingesetzten Proteins. (E) Redundanz der Substratrezeptoren RAD23 und DSK2. Der
Wildtypstamm und die jeweiligen Deletionsmutanten wurden in serieller Verdunnung auf YPD
Medium getropft und bei 30°C, 32°C und 34 °C fur 3 Tage inkubiert. Die Arad23 Adsk2
Doppelmutante ist bei 34°C nicht lebensfahig.
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Diese Annahme stutzt sich unter anderem auf die Temperatursensitivitat der
Arad23 Adsk2 Doppelmutante (Abb. 2.7E). Der Wildtypstamm, Adsk2, Arad23,
Aufd2, Arpn10 Deletionsmutanten sowie die Arad23 Adsk2 Doppelmutante
wurden in serieller Verdunnung auf YPD-Platten getraufelt und bei
unterschiedlichen Temperaturen inkubiert. Wahrend die Einzelmutanten bei
den getesteten Temperaturen keinen Unterschied zum Wildtyp zeigen,
beobachtet man bei der Arad23 Adsk2 Doppelmutante mit ansteigender
Temperatur Wachstumsdefekte und schliesslich Lethalitat bei 34°C. Damit
scheinen die Proteine RAD23 und DSK2 nach der Multiubiquitylierung durch
UFD2 fur die Weitergabe des Substrates erforderlich zu sein und in ihrer
Funktion zu Uberlappen. Man kann nun eine Klassifizierung der Substrat-
Rezeptoren vornehmen und RAD23 und DSK2 UFD2-abhangigen
Abbauwegen zuordnen. RPN10 ist wahrscheinlich Bestandteil von

Abbauwegen, die ohne die Aktivitat von UFD2 funktionieren.

2.8 Die Proteine CDC48, UFD2 und RAD23 bilden einen ternaren

Komplex

Die Interaktion von UFD2 und CDC48 findet vor und wéahrend der
Multiubiquitylierung statt, die Bindung zwischen UFD2 und RAD23 in dem
nachgeschalteten Prozess der Subtratweitergabe. Es stellte sich nun die
Frage, ob die beiden Prozesse konzertiert ablaufen oder ob CDC48 durch
RAD23 verdrangt wird, beide Proteine also um gleiche Bindungsstellen auf
UFD2 konkurrieren. Pulldown-Experimente mit rekombinanten Proteinen
zeigten, dass CDC48 mit RAD23 nicht direkt interagiert, aber in Gegenwart
von UFD2 mit dem Fusionsprotein GST-RAD23 prazipitiert (Abb. 2.8A). Damit
konnte die Bildung eines ternaren Komplexes demonstriert und ein direkter
Ubergang von Multiubiquitylierung zur Substratweitergabe in einem
konzertierten Mechanismus postuliert werden. Die Verwendung aufgereinigter
Proteine lasst ausserdem den Schluss zu, dass ubiquityliertes Substrat zur
Stabilisierung der Interaktionen nicht benotigt wird. Die Bildung des ternaren

Komplexes wurde zudem in einem weiteren Experiment bestatigt (Abb. 2.8B).
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Dazu wurde CDC48 aus Zellextrakten mit GST-Fusionsproteinen prazipitiert

und mittels eines CDC48 Antikdrpers im Immunoblot nachgewiesen.
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Abbildung 2.8: CDC48, UFD2 und RAD23 bilden einen ternaren Komplex.

(A) Bildung eines ternaren Komplexes mit rekombinanten Proteinen. Prazipitations-
Experimente mit aquimolaren Mengen an GST oder GST-RAD23 in Gegenwart oder
Abwesenheit von rekombinantem CDC48 und UFD2 (wie dargestellt). Die prazipitierten
Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und in Coomassie-Farbung bzw. in anti-
CDC48 Immunoblots detektiert. Die Inputs zeigen 40% des eingesetzten UFD2 bzw. 7% des
eingesetzten CDC48. (B) RAD23 assoziiert in Zellextrakten schwach mit CDC48. Aquimolare
Mengen von GST bzw. Fusionen von GST und RAD23, UFD2 und UFD1 im Komplex mit
NPL4 wurden an Glutathione-Sepharose immobilisiert. Nach Inkubation mit Zell-Extrakt (WT;
DF5) wurden die gebundenen Proteine im SDS-PAGE aufgetrennt und in anti-CDC48
Immunoblots analysiert. Der Input zeigt 2% des eingesetzten Extraktes. (C) CDC48 und
RAD23 Interaktionsdomanen von UFD2. Two-hybrid-Interaktionen von UFD2 oder C-
terminalen Deletionskonstrukten von UFD2. Die UFD2 Konstrukte sind rechts schematisch
gezeigt. (D) Modell des ternaren Komplexes. UFD2 bindet mit einer N-terminalen Domane an
RAD23 und mit einer einer C-terminalen Region an CDC48. CDC48 interagiert Uber einen C-
terminalen Bereich bzw. die AAA-Doméanen mit UFD2 (Richly et al., 2005).
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Die geringen Mengen an coprazipitiertem CDC48 deuten auf eine schwache,
aber signifikante Assoziation mit RAD23 hin, im Gegensatz zu einer starken
Interaktion von CDC48 mit UFD2 und UFD1/NPL4 (Koegl et al., 1999; Meyer
et al., 2000). Die Interaktionen von CDC48 und RAD23 gegenuber UFD2
wurden schliesslich in yeast-two-hybrid-Experimenten naher analysiert (Abb.
2.8C). RAD23 scheint eine N-terminale Region von UFD2 binden zu kénnen,
CDC48 hingegen interagiert mit einem weiter C-terminal liegenden Bereich
des UFD2-Proteins. Aus diesen Experimenten kann geschlossen werden,
dass CDC48 uber UFD2 mit RAD23 assoziiert bleibt (Abb.2.8D), wodurch
eine enge Verknupfung von Multiubiquitylierung und Substratweitergabe

moglich wird.

2.9 Substratubertragung von UFD2-katalysierten Ubiquitin-

Konjugaten

Die Bindung von Ubiquitin-Konjugaten an die Rezeptoren RAD23, DSK2 und
RPN10 ist detailiert beschrieben und wird uber die UBA und UIM Domanen
vermittelt (Saeki et al., 2000; Chen and Madura 2002; Hartmann-Petersen
and Gordon, 2004). Allerdings gab es bisher keine Informationen bezuglich
der Ubiquitin-Konjugate, die durch UFD2-katalysierte Multiubiquitylierung
entstehen. Das enge Zusammenspiel von CDC48, UFD2 und RAD23 fuhrte
zu der Fragestellung, ob die Ubiquitinketten, deren Lange infolge der
Einwirkung des CDC48"™"N"* Komplexes limitiert ist, von den Substrat-
Rezeptoren gebunden werden. Zu diesem Zweck wurden Ubiquitinketten
durch eine UFD2-katalysierte in vitro Ubiquitylierungsreaktion hergestellt. Der
Reaktion wurde zudem der CDC48"™"P* Komplex zugesetzt, um eine
Limitierung der Kettenlange zu erhalten (vergl. Abb. 2.5A). Zur Prazipitation
wurden GST und GST-Fusionen mit RAD23, DSK2 und RPN10 eingesetzt
(Abb. 2.9A). Die Experimente wurden sowohl mit UFD2-katalysierten langen
Ubiquitinketten als auch durch Einwirkung des CDC48"™'™"* Komplexes
verkurzten Ubiquitinketten durchgefuhrt (Abb. 2.9B). Es konnte beobachtet
werden, dass RAD23 und DSK2 Substrate binden konnte, die mindestens
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durch 3 oder mehr Ubiquitinreste modifiziert waren. Substrat mit nur einem
oder zwei Ubiquitinresten, welches durch Reaktion der E1-, E2- und ES-

Enzyme in Abwesenheit von UFD2 ensteht, konnte nicht detektiert werden.
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Abbildung 2.9: Substratubertragung von UFD2-katalysierten Ubiquitin-Konjugaten.

(A) Aufreinigung der Substratrezeptoren RPN10, DSK2 und RAD23. GST-Fusionen von
RPN10, DSK2 und RAD23 wurden affinitatschromatographisch aufgereinigt. Die
aufgereinigten Proteine und GST wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels
Coomassie Farbung visualisiert. (B) Multiubiquitylierung wurde wie in Abb.2.5 beschrieben in
Gegenwart (links) oder Abwesenheit (rechts) des CDC48"P"NPL Komplexes durchgefunhrt.
Die jeweiligen Ubiquitin-Konjugate wurden fur GST-Pulldown Experimente benutzt, wobei
aquimolare Mengen von GST bzw. der entsprechenden GST Fusionsproteine eingesetzt
wurden. Das Prazipitat wurde durch anti-ProteinA Immunoblots analysiert. Im Fall von GST-
RPN10 wurde gegnuber GST-RAD23 bzw. GST-DSK2 die 1.8 fache Menge geladen, um
gebundenes Material visualisieren zu kdnnen. Der Input zeigt 40% des eingesetzten
Materials. (C) RAD23 kompetitiert mit RPN10 um ubiquityliertes Substrat. Prazipitations-
experimente wurden wie in (B) durchgefuhrt. RAD23 wurde gegenuber GST-RPN10 in
dreifachem Uberschuss wahrend den Inkubationen zugegeben. Das Prazipitat wurde im anti-

ProteinA Immunoblot analysiert.

Diese Beobachtung wurde durch eine Studie bestatigt, welche die maximale
Affinitat von humanem RAD23 gegenuber Ubiquitin-Konjugaten bereits bei
einer Anzahl von vier bis sechs Ubiquitinresten detektiert (Raasi et al., 2004).
RAD23 und DSK2 besitzen im Gegensatz zu RPN10 die Eigenschaft, die

durch den CDC48"™"NF* Komplex verkirzten Ubiquitinketten zu binden, was
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im Einklang mit den beobachteten Interaktionen von RAD23 und DSK2 zu
UFD2, bzw. der Entstehung eines ternaren Komplexes aus RAD23, UFD2
und CDC48 ist. RPN10 bindet ausschliesslich lange Ubiquitinketten, RAD23
und DSK2 weisen hingegen ein breiteres Bindungsspektrum auf, welches
sowohl kurze als auch lange Ubiquitinketten umfasst. Letzteres bestatigte sich
auch in Kompetitionsexperimenten (Abb. 2.9C). Fuhrt man vergleichbare
Prazipitationen mit einer GST-RPN10 Fusion und UFD2-katalysierten
Ubiquitin-Konjugaten in Gegenwart eines Uberschusses an rekombinantem
HSRAD23 durch, so kann die Interaktion von RPN10 zu ubiquityliertem Protein

kompetitiert werden.

2.10 Die Bindungseigenschaften von RAD23 sind unabhangig von
der E4 Aktivitat

Die Ubiquitylierung von UFD-Substraten durch E1-, E2- und E3-Enzyme fuhrt
zunachst zu einer Mono- oder Di-Ubiquitylierung, wobei die Ubiquitinreste
uber das Lysin-29 verbunden sind. Dieses Ubiquitin-Konjugat ist schliesslich
Substrat fur die UFD2-katalysierte Multiubiquitylierung, die allerdings Uber das
Lysin-48 des Ubiquitins verlauft (Saeki et al., 2004; Koegl et al., 1999). Es
findet also ein Umschalten der Ubiquitinverknupfung statt, was Auswirkungen
auf die Struktur der enstehenden Ubiquitinkette hat und folglich auch deren
Affinitat zu den Rezeptoren beeinflussen kdbnnte (Abb. 2.10A). Um zu
uberprufen, ob die Bindungsaffinitat von RAD23 unabhangig von der E4
Aktivitat und damit auch von den strukturellen Eigenschaften der Ubiquitin-
kette ist, wurde eine UFD2-unabhangige Ubiquitylierungsreaktion durch-
gefuhrt. Als Substrat wurde ein cyclin-B N-terminales Fragment benutzt,
welches in Gegenwart von E1, UbcX (E2) und aus Xenopus-Extrakten
immunprazipitiertem APC/C (E3) inkubiert wurde. Die enstandenen
Ubiquitinketten wurden in einem Prazipitations-Experiment mit GST-RAD23
Fusionsprotein eingesetzt. Mit RAD23 prazipitierten spezifisch nur solche

Ubiquitin-Konjugate, die mindestens durch 3 oder mehrere Ubiquitinreste
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modifiziert waren (Abb.2.10B), wie bereits durch das UFD-Substrat Ubiquitin-
ProteinA veranschaulicht wurde (Abb. 2.9B).
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Abbildung 2.10: Bindungseigenschaften von RAD23.

(A) Schematische Darstellung der UFD2-katalysierten Multiubiquitylierung. Ein UFD-Substrat
wird durch die Enzyme E1, E2 und E3 ubiquityliert. Die Verknupfung der Ubiquitin-Molekule
erfolgt dabei Uber das Lysin-29 (K29). In der anschliessenden Reaktion katalysiert UFD2 in
Gegenwart von E1, E2 und E3 eine Multiubiquitylierung. Dabei werden die Ubiquitin-Molekule
Uber das Lysin-48 (K48) verknupft. (B) Die Bindung des Ubiquitin-Konjugats an RAD23 ist
unabhangig von UFD2. Das radioaktiv markierte cyclinB N-terminale Fragment wurde in
Gegenwart von E1, UbcX und APC/C ubiquityliert. Das ubiquitylierte Substrat wurde mit
aquimolaren Mengen an GST und GST-RAD23 prazipitiert. Die gebundenen Proteine wurden
durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch Autoradiographie analysiert. Der Input zeigt 50%

des eingesetzten Materials.

Fur die Bindungseigenschaften von RAD23 ist demnach die Lange der
Ubiquitinkette, nicht jedoch die Art der Verknupfung entscheidend. RAD23
kann daher vermutlich mit UFD2-abhangigen und UFD2-unabhangigen

Abbauwegen kommunizieren.

2.11 Bindungseigenschaften der UBA-Domane

Die UBA-Domanen der Proteine RAD23 und DSK2 sind hinsichtlich ihrer
Bindungseigenschaften gegenuber Ubiquitin-Konjugaten beschrieben
(Wilkinson et al., 2001). Wie aber aus den hier dargestellten Experimenten
hervorgeht, scheinen die UBA-Doméanen von RAD23 und DSK2 die Anzahl
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der Ubiquitinreste, die mit einem Substrat verbunden sind, unterscheiden zu
konnen. Es stellte sich die Frage, ob es sich dabei um einen konservierten
Mechanismus handelt und ob auch andere UBA-Domanen Proteine ein
gleiches Bindungsverhalten zeigen. Dazu sollten die Ubiquitin-bindenden
Eigenschaften der UBX-Proteine SHP1, UBX5 und UBX2 aus S. cerevisiae
untersucht werden. Dazu wurden Bindungsstudien mit den UBA-Domanen
dieser UBX-Proteinen durchgefuhrt. Diese Proteine weisen eine N-terminale
UBA-Domane (ubiquitin associated domain) auf (Abb. 2.11A) und sind zudem
durch eine C-terminale UBX-Domane (ubiquitin regulatory X) gekennzeichnet
(Schuberth et al, 2004). Es wurden Prazipitationsexperimente mit GST und
GST Fusionen der UBA-Domanen von SHP1, UBX2 und UBX5 durchgefuhrt.
In einer UFD2-abhangigen Reaktion wurde das Substrat Ubiquitin-ProteinA

ubiquityliert und mit den jeweiligen Fusionsproteinen inkubiert und prazipitiert.

w o~ -
> X o
o @ T
2 3w
A B x:%
mmmMm
- =222
= I ol ey
ownwnwnwn
ST 0CO00
UBA UBX
usxz [T T s::--
UBA UBX Ubi s
Ubi-ProtA
uexs [0 | T
UBA UBX 4 _
oo BN e a Uniproth
anti-ProtA

Abbildung 2.11: Bindungseigenschaften der UBA-Domane.

(A) Schematische Darstellung der Anordnung der UBA (ubiquitin associated domain) und
UBX (ubiquitin regulatory X) Domanen in unterschiedlichen UBX-Proteinen. (B) Die UBA
Domanen der UBX Proteine zeigen dieselben Bindungseigenschaften wie RAD23 und DSK2.
Agquimolare Mengen von GST bzw. Fusionen von GST und UBA-Domanen von UBX2, UBX5
und SHP1 wurden an Gluthatione-Sepharose gebunden. Nach Inkubation mit UFD2-
katalysierten Multiubiquitinketten wurde das prazipitierte Material im anti-ProteinA Immunoblot

analysiert. Der Input zeigt 40% des eingesetzten Materials.

Es konnte eine spezifische Bindung von Ubiquitin-Konjugaten detektiert

werden, die durch wenigstens 3 oder mehr Ubiquitinreste modifiziert waren, in
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Ubereinstimmung mit den Bindungseigenschaften von RAD23 und DSK2
(Abb 2.9B). Da die Proteine RAD23 und DSK2 ebenfalls uber UBA-Domanen
verfugen und dasselbe Bindungsverhalten zeigen (Abb. 2.7A), konnte man
schlussfolgern, dass diese spezifische Bindungseigenschaft durch die UBA-

Domane hervorgerufen wird.

2.12 Assoziation von Ubiquitin-bindenden Faktoren mit dem 26S

Proteasom

Die Ubertragung des ubiquitylierten Substrats zum Proteasom erfolgt uber
Substrat-Rezeptoren und insofern stellte sich die Frage, in welchem Mass die
unterschiedlichen Ubiquitin-bindenden Faktoren mit dem Proteasom
assoziieren. Die Proteine RAD23, DSK2 und RPN10 waren bereits als
Substrat-Rezeptoren beschrieben und hinsichtlich der Bindung von
Multiubiquitinketten untersucht (Wilkinson et al., 2001; Funakoshi et al., 2002;
Rao et al., 2002), sodass man eine starke Interaktion erwarten wurde. Wie
gezeigt, sind die Vorgange der Substratbeladung, der Multiubiquitylierung und
des Substrat-Transfers eng miteinander gekoppelt. Insofern war es von
Interesse diejenigen Faktoren, die dem Transfer des Substrats zum
Proteasom vorgeschaltet sind, hinsichtlich einer Assoziation mit dem
Proteasom zu untersuchen. Abermals wurden Prazipitations-Experimente
durchgefuhrt, wobei GST und GST-Fusionen aus UFD1 mit NPL4, UFD2,
RPN10, RAD23 und DSK2 verwendet wurden. Es wurde eine Prazipitation mit
Extrakt aus Zellen durchgefuhrt, die ProteinA-markiertes RPN11 (eine
Komponente des 19S Partikels) exprimierten (Abb.2.12A). Man konnte eine
starke Interaktion des Proteasoms mit den Rezeptoren DSK2 und RAD23
detektieren. Die Wechselwirkung von RPN10 mit dem Proteasom erschien
weniger stark. Dies ist jedoch dadurch zu erklaren, dass RPN10 ein
Bestandteil des Proteasoms ist und der Grossteil des im Zell-Lysat
vorhandenen Proteasom wohl bereits mit RPN10 abgesattigt war.
Uberraschenderweise wurde auch eine schwache Assoziiation mit UFD2,
UFD1/NPL4 und mit CDC48 (Abb. 2.12B) festgestellt.
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Abbildung 2.12: Assoziation des 26S Proteasoms mit Ubiquitin-bindenden Proteinen.

(A) UFD1/NPL4 und UFD2 assoziieren mit dem Proteasom. GST bzw. GST-Fusionen von
UFD1, im Komplex mit NPL4, UFD2, RPN10, DSK2 und RAD23 wurden in aquimolaren
Mengen an Glutathione-Sepharose gebunden. Nach intensivem Waschen wurde mit einem
Extrakt aus ProteinA-RPN11 exprimierenden Zellen inkubiert. Das prazipitierte Material wurde
im anti-ProteinA Immunoblot analysiert. (B + C) CDC48 und SHP1 assoziieren mit dem
Proteasom. Experimente wie in (A). Allerdings wurden GST und GST-Fusionen mit CDC48,
SHP1, SHP1-AUBA und UBAs**" verwendet und verfahren wie bereits beschrieben.

Die Ubiquitin-bindenden Proteine UFD1/NPL4, CDC48 und UFD2 binden
vermutlich nicht direkt an das Proteasom, sondern indirekt uber das Substrat.
Zum Verstandnis dieses Sachverhalts waren Experimente mit dem UBX-
Protein SHP1 hilfreich (Abb. 2.12C). In Prazipitations-Experimenten wurden
GST-Fusionen des Proteins SHP1, einer Deletionsmutante SHP1-AUBA und
der isolierten UBA-Domane eingesetzt. SHP1 zeigte eine schwache
Assoziation mit dem Proteasom, die auf der Anwesenheit der UBA Domane
beruht. Die isolierte UBA-Domane zeigt hingegen eine starke Wechselwirkung
mit dem Proteasom, die nicht direkt sondern nur Uber ubiquitylierte Substrate
erfolgen kann. Uber eine ahnliche Substrat-vermittelte Wechselwirkung
assoziieren wahrscheinlich auch die Proteine UFD2, CDC48 und der

UFD1/NPL4 Komplex. Diese Befunde stehen in Einklang mit einer raumlich
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und zeitlich engen Kopplung der Vorgange von Substratbeladung,
Multiubiquitylierung und Substrat-Transfer zum Proteasom. Substrat kann
somit nach Bindung durch Rekrutierungsfaktoren wie UFD1/NPL4 sehr

effizient und schnell ubiquityliert und vom Proteasom abgebaut werden.

2.13 Proteasomaler Abbau des Transkriptionsfaktors SPT23

Eine essentielle Funktion des CDC48"™'™"* Komplexes ist die Regulation der
Synthese ungesattigter Fettsauren. Die Schlusselkomponente der Regulation
ist der Transkriptionsfaktor SPT23, welcher in der Membran des endo-
plasmatischen Retikulums verankert ist. Da der CDC48"™"NF* Komplex eine
essentielle Rolle in der Regulation bzw. dem Abbau von SPT23 spielt (Rape
et al., 2001) und zudem die Substratbeladung von UFD2 zu bewirken scheint,
wurde Uberpruft, ob UFD2 und die beschriebenen Faktoren des Substrat-
Transfers auch einen Einfluss auf den Abbau von SPT23 haben. Aus diesem
Grunde wurden Hypersensitivitats-Analysen unter Bedingungen durchgefuhrt,
unter denen die Zelle die Transkription von OLE1 reprimieren muss. Dazu
wurden verschiedene Hefestamme in serieller Verdunnung auf YPD-Platten
aufgetragen, die mit Olsaure supplementiert waren (Abb. 2.13A). Es zeigte
sich, dass Aufd2 Mutanten einen sehr starken Wachstumsdefekt in Gegewart
von Dlsaure haben, was fur eine Beteiligung von UFD2 bei der Degradation
von SPT23 spricht. Interessanterweise zeigte nur die Arad23 Adsk2 Mutante
einen Phanotyp, nicht jedoch die Einfachmutanten. Daraus konnte man
schlussfolgern, dass RAD23 und DSK2 an der Degradation von SPT23
beteiligt sind, aber uberlappende Funktionen haben (vergl. Abb. 2.7E). Fur
RPN10 konnte ein schwacherer Phanotyp beobachtet werden, was nahelegt,
dass dieser Rezeptor nicht massgeblich am Abbau von SPT23 beteiligt ist.
Zudem konnten die Interaktionen von SPT23 und UFD2 durch
Immunoprazipitationsexperimente nachgewiesen werden (Richly et al., 2005).
Der eindeutige Nachweis, dass der Transkriptionsfaktor SPT23 durch UFD2-
abhangige Degradation abgebaut wird, erfolgte durch promotor-shut-off-

Experimente.
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Abbildung 2.13: Proteasomaler Abbau des Transkriptionsfaktors SPT23.

(A) Aufd2, Arpn10 und Arad23 Adsk2 sind gegenuber Olsaure hypersensitiv. Die

enstprechenden Einzel- und Doppelmutanten wurden in serieller Verdunnung auf YPD

Medium, welches mit 0.2% Olsaure supplementiert war, getupfelt und fur 2 Tage bei 30°C

inkubiert. (B) Stabilisierung von myc-Epitop markiertem SPT23 p90 in Aufd2 und Arad23

Adsk2 Doppelmutanten. Die Stabiltat von SPT23 wurde in promotor-shut-off-Experimenten in
WT, Aufd2, Arad23, Adsk2, Arpn10 und Arad23 Adsk2 Mutanten bei 30°C durchgefiuihrt. Die

Reaktionsansatze der einzelnen Zeitpunkte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch

anti-myc Immunoblots analysiert. (C) Epistasisanalyse mit UFD2 Einzel- und Doppel-

mutanten. Die UFD2 Einzel- und Doppelmutanten wurden in serieller Verdunnung auf YPD-

Medium aufgetragen, welches mit 0.02% Olsaure supplementiert war, und fur 3 Tage bei

30°C inkubiert.
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SPT23 wurde unter Kontrolle des Galaktose-induzierbaren und Glukose-
reprimierbaren GAL1-10-Promotors in den entsprechenden Hefestammen
exprimiert. Durch einen Wechsel von Galaktose- zu Glukosehaltigem
Wachstumsmedium und gleichzeitiger Zugabe von Cycloheximid wurde die
Neusynthese von SPT23 unterdruckt, womit der Abbau des Transkriptions-
faktors studiert werden konnte. In Aufd2 Mutanten konnte eine Stabilisierung
von p90 beobachtet werden (Abb. 2.13B). Damit konnte verdeutlicht werden,
dass SPT23 ein physiologisches UFD2 Substrat darstellt und Uber einen
UFD2-abhangigen Abbauweg degradiert werden kann. Daruberhinaus konnte
in Ubereinstimmung mit dem Hypersensitivitats-Assay (Abb. 2.13A)
demonstriert werden, dass p90 in Arad23 Adsk2 Doppelmutanten stark
stabilisiert wird, nicht jedoch in den Arad23 und Adsk2 Einzelmutanten. Damit
war ein weiterer Beweis fur die Uberlappenden Funktionen von RAD23 und
DSK2 erbracht. Die Arpn10 Mutante zeigte keine wesentliche Stabilisierung
der p90 Form, sodass dieses Protein fur die Degradation von SPT23 eine
untergeordnete Rolle spielt. Es konnte in nachfolgenden Experimenten mit
Sigurd Braun belegt werden, dass die Aufd2 Arpn10 Doppelmutante eine
starkere Stabilisierung von p90 zeigte als die Aufd2 Mutante, was den
Schluss zulasst, dass RPN10 und UFD2 in parallelen Abbauwegen agieren
(Richly et al., 2005). Dies konnte auch in weiteren Hypersensitivitatsanalysen
demonstriert werden (Abb. 2.13C). Nach serieller Verdunnung wurden Aufd2
Deletionsmutanten und Aufd2 Arpn10, Aufd2 Arad23 und Aufd2 Adsk2
Doppelmutanten auf YPD-Medium getupfelt, welches mit einer Konzentration
von 0.02% Olsaure supplementiert war. Es zeigte sich, dass Aufd2 und die
Doppelmutanten Aufd2 Arad23 und Aufd2 Adsk2 gleiche Phanotypen haben.
Die entsprechenden Gene verhalten sich epistatisch, d.h. sie wirken im
selben Abbauweg. Die Doppelmutante Aufd2 Arpni10 zeigte indes einen
starkeren Effekt als die Aufd2 Einzelmutante. Daraus konnte man schliessen,
dass SPT23 auch in einem parallelen Abbauweg ohne Beteiligung von UFD2

uber RPN10 abgebaut werden kann.
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2.14 Das ERAD-Substrat °9'Sec62 wird in einem UFD2-
abhangigen Abbauweg degradiert

Es ist bekannt, dass der CDC48"'™"""* Komplex eine essentielle
Komponente des ERAD-Pozesses darstellt. Es wird angenommen, dass
ERAD Substrate aus dem endoplasmatischen Retikulum durch einen
spezifischen Kanal durch die Membran geschleust, an deren cytosolischen
Seite ubiquityliert und schliesslich durch den CDC48"™"™"* Komplex in das
Cytosol mobilisiert werden (Bays et al., 2001; Braun et al., 2002; Rabinovich
et al., 2002; Ye et al., 2001). Die enge Kooperation zwischen UFD2 und dem
CDC48"™P"WF4 Komplex in Substrat-Rekrutierung und Multiubiquitylierung
legten Nahe, dass moglicherweise auch ERAD-Substrate uber einen UFD2-
abhangigen Abbauweg degradiert werden. Um dieser Hypothese nach-
zugehen, wurden Untersuchungen mit dem membranstandigen Protein Sec62
durchgefuhrt, welches durch zwei Domanen in der Membran des
endoplasmatischen Retikulums verankert ist (Mayer et al., 1998). Eine
Konstrukt zur Galaktose-abhangigen Expression eines Deg1-FLAG-Sec62
Proteins wurde in die entsprechenden Hefestamme transformiert und
promotor-shut-off-Experimente wurden durchgefuhrt. Interessanterweise wird
das Deg1-Sec62 Protein in Aufd2 Mutanten stabilisiert (Abb. 2.14A). Der
Einfluss eines E4-Enzyms bei ERAD Prozessen war bislang unbekannt und
der Abbau von ERAD Substraten wurde nur im Zusammenhang mit E3-
Ubiquitin-Ligasen diskutiert. Die mit UFD2 kooperierenden Substrat-
Rezeptoren RAD23 und DSK2 verhielten sich wie vermutet. Eine nahezu
komplette Stabilisierung erfolgte nur in den Doppelmutanten. In Arad23 und
Arpn10 Mutanten fand keine, in Adsk2 Mutanten nur eine marginale
Stabilisierung statt. Damit war erneut die funktionelle Uberlappung von DSK2
und RAD23 gezeigt. In Ubereinstimmung mit dem Transkriptionsfaktor SPT23
konnte der beschriebene Abbauweg uber UFD2 und die nachgeschalteten

Substrat-Rezeptoren auch fur ERAD-Substrate beobachtet werden.
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Abbildung 2.14: P*9'Sec62 wird in einem UFD2-abhangigen Abbauweg degradiert.
(A) Stabilisierung von P®9'Sec62 in Aufd2 und Arad23 Adsk2 Doppelmutanten. Die Stabiltat
von P%9'Sec62 wurde in promotor-shut-off-Experimenten in WT, Aufd2, Arad23, Adsk2, Arpn10

und Arad23 Adsk2 Mutanten bei 30°C analysiert. Die Reaktionsansatze der einzelnen
Zeitpunkte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und in anti-FLAG Immunoblots analysiert.
(B) HMG2 ist in Aufd2 Mutanten stabilisiert. Promotor-shut-off-Experimente wurden wie in (A)
beschrieben in WT und Aufd2 Mutanten durchgefuhrt und die Reaktionsansatze in anti-myc

Immunoblots analysiert.

In weiterfuhrenden Experimenten mit Sigurd Braun konnten diese Resultate
vertieft und auf andere ERAD-Substrate ausgeweitet werden. Fur die
Doppelmutante Aufd2 Arpn10 konnte gegenuber der Aufd2 Mutante eine fast
vollstandige Stabilisierung des Abbaus von Deg1-FLAG-Sec62 beobachtet
werden, was abermals darauf hindeutet, dass UFD2 und RPN10 in parallelen
Abbauwegen agieren. Ahnliche Beobachtungen wurden zudem mit einem
weiteren ERAD-Substrat erzielt, der HMG-CoA Reduktase HMG2 (Richly et
al., 2005). Dieses Protein scheint ebenfalls in UFD2-abhangigen Abbauwegen
degradiert zu werden (Abb. 2.14B).
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3. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde ein gerichteter Mechanismus zur
Degradation von Proteinen dargestellt. Es wurde gezeigt, dass CDC48 in
diesem Abbauweg eine zentrale Rolle spielt. Zusammen mit dem
heterodimeren Kofaktor UFD1/NPL4 ubertragt CDC48 oligo-ubiquitylierte
Substrate auf den Multiubiquitylierungsfaktor UFD2. Die nachfolgende UFD2-
abhangige Multiubiquitylierung in Gegenwart von CDC48 fuhrt zur Herstellung
von Substraten, die mit einer begrenzten Anzahl von Ubiquitinresten
modifiziert sind (size restriction). Diese werden mittels der Substrat-
Rezeptoren RAD23 und DSK2 zum Proteasom uUbertragen und somit dem
Abbau zugefuhrt. Die Rekrutierung, Ubiquitylierung und der Transfer des
Substrats scheinen somit zeitlich und raumlich eng gekoppelte Prozesse zu
sein. Die Beteiligung der beschriebenen Ubiquitin-bindenden Faktoren konnte
sowohl im Abbau des Transkriptionsfaktors SPT23 als auch fur ERAD-
Substrate gezeigt werden. Hiermit wird ein neues Konzept fur das
Zusammenwirken Ubiquitin-bindender Faktoren vorgeschlagen und ein

UFD2-abhangiger Abbauweg vorgestellt.

3.1 Ein Zusammenspiel von Ubiquitin-bindenden Faktoren

ermoglicht einen gerichteten proteasomalen Abbau

Der Abbau zahlreicher zellularer Proteine erfolgt Uber das Ubiquitin-
Proteasom System. Nachfolgend der Ubiquitylierung durch eine Enzym-
kaskade mit E1-, E2- und E3-Enzymen werden Protein-Substrate spezifisch
durch das Proteasom degradiert. Bislang wurde angenommen, dass zum
Abbau markierte Substrate entweder Uber freie Diffusion zum Proteasom
gelangen oder aber gerichtet uber bestimmte l0sliche Rezeptoren zum
Proteasom transportiert werden (Pickart, 2001; Hochstrasser, 1996).
Multiubiquitylierung und Degradation als gekoppelte Prozesse zu betrachten

wurde erstmalig als Moglichkeit betrachtet, nachdem die E3-Ligase UFD4 am
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Proteasom lokalisiert wurde (Xie et al., 2002). Auf welchem Wege die
Substrate rekrutiert und gezielt zum Proteasom geleitet werden kbnnen blieb
eine offene Frage. Die Aktivitat des CDC48"™""* Komplexes wurde bislang
fur zahlreiche ERAD-Substrate und den Transkriptionsfaktor SPT23 mit
Hinblick auf eine Mobilisierungsfunktion beschrieben, die eine Extraktion von
membranstandigen Proteinen ins Cytoplasma bewirkt (Bays et al., 2001;
Braun et al., 2002; Rabinovich et al., 2002). Hinzu kommt die Segregase-
Funktion von CDC48"™"NP“ die es erlaubt ubiquitylierte Substrate von nicht-
ubiquitylierten Proteinen zu trennen (Rape et al., 2001). In dieser Arbeit
konnte nun gezeigt werden, dass einer Rekrutierung von ubiquitiniertem
Substrat durch CDC48"™P"NF* gine Multiubiquitylierung durch das E4-Enzym
UFD2 nachgeschaltet ist. Die AAA-ATPase CDCA48 interagiert mit UFD2 Uber
eine C-terminale Region, wahrend der Kofaktor UFD1/NPL4 uber den N-
Terminus des CDC48 Proteins gebunden wird (Bruderer et al., 2004). Die
Existenz dieses ternaren Komplexes macht eine Kopplung der Substrat-
Rekrutierung und Multiubiquitylierung moglich, wobei CDC48 aufgrund der
genannten Bindungseigenschaften die zentrale Komponente darstellt. Die
Resultate dieser Arbeit verdeutlichen, dass Ubiquitin-Konjugate in vivo
effizient nur in Abhangigkeit des UFD1/NPL4 Komplexes an CDC48 binden.
Auch die Substratbeladung von UFD2 steht in strikter Abhangigkeit von der
Funktion des CDC48"™P""PL* Komplexes, so dass ubiquityliertes Substrat in
einem gerichteten Fluss vom Kofaktor UFD1/NPL4 Uber CDC48 zu UFD2
geleitet wird. Das Heterodimer UFD1/NPL4 scheint lediglich im Prozess der
Substrat-Rekrutierung benbdtigt zu werden, wahrend CDC48 eine zentrale
Position einnimmt und sowohl die Substratbeladung koordiniert als auch eine
essentielle Aufgabe in der Termination der Ubiquitylierungsreaktion

ubernimmt.

Eine entscheidende Erkenntnis war die Interaktion von UFD2 mit Ubiquitin-
bindenden Proteinen RAD23 und DSK2. Diese waren zwar bereits als
Substrat-Rezeptoren des Proteasoms beschrieben, aber die Verbindung zum

Prozess der Multiubiquitylierung war unklar. Erst durch diese Interaktion wird

46



Diskussion

eine gezielte Steuerung des durch UFD2-Katalyse ubiquitylierten Substrats
zum Proteasom verstandlich. Die in Gegenwart von CDC48 synthetisierten
verkurzten Ubiquitinketten werden von den Substrat-weiterleitenden Faktoren
RAD23 und DSK2 gebunden und die Bildung von ternaren Komplexen aus
CDC48, UFD2 und RAD23 unterstreicht zusatzlich den postulierten Mecha-
nismus. Das enge Zusammenspiel der beteiligten Ubiquitin-bindenden
Faktoren verursacht vermutlich eine raumliche und zeitliche Kopplung der
Prozesse der Ubiquitylierung und Substratweiterleitung und enspricht
zusatzlich einer Schutzfunktion der Ubiquitin-Konjugate gegenuber Ubiquitin-
Hydrolasen. Damit wird eine gezielte Steuerung des Substrats zum protea-

somalen Abbau erreicht.

3.2 Funktion der AAA-ATPase CDC48 wahrend der
Multiubiquitylierung

Die Interaktion von UFD2 und CDC48 und die enge Verknupfung der
Substratbeladung mit der Multiubiquitylierung machten eine Untersuchung der
Funktion des CDC48"™"™P* Komplexes wahrend des Ubiquitylierungs-
vorgangs notwendig (Koegl et al.,1999). Es wurde fur mehrere UFD-Substrate
gezeigt, dass der CDC48 Komplex spezifisch die Lange der entstehenden
Ubiquitinketten limitiert und es wurde daruberhinaus demonstriert, dass die
Limitierung von CDC48 abhangt und die Ubiquitin-bindenden Kofaktoren
UFD1/NPL4 keinen Einfluss auf diesen Prozess haben. Dies deutet wiederum
an, dass der Kofaktor UFD1/NPL4 lediglich zur Rekrutierung von Substrat
dient und in den Prozessen der Multiubiquitylierung und Substrat-Weitergabe
keine Funktion hat. Die Affinitat von CDC48 gegenuber Ubiquitin scheint fur
Konjugate mit drei bis sechs Ubiquitinresten optimiert zu sein und wie diese
Arbeit zeigt ist CDC48 zur Rekrutierung von Substraten mit nur einem oder
zwei Ubiquitin-Molekulen (z.B. UFD-Substrate nach Ubiquitylierung durch E1-,
E2- und E3-Enzyme) auf den Kofaktor UFD1/NPL4 angewiesen. CDC48 und
UFD1/NPL4 besitzen also offensichtlich unterschiedliche Bindungsaffinitaten

gegenuber Ubiquitin-Konjugaten. Die Bindungseigenschaften von CDC48
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gegenuber Ubiquitinkonjugaten wurde vielfach beschrieben (Verma et al.,
2000; Dai et al., 1998). Interessanterweise zeigt das Homologe p97 eine hohe
Spezifitat fur Tetra-Ubiquitinketten bzw. Ubiquitinketten mit wenigstens vier
Ubiquitinresten, was in Einklang mit den hier prasentierten Daten ist (Dai and
Li, 2001). Die Ubiquitinketten kdnnten moglicherweise hochaffin durch die
sechs Untereinheiten des Hexamers koordiniert werden, und die Vermutung
liegt nahe, dass gerade dadurch die Limitierung auf maximal sechs
Ubiquitinreste wahrend der Multiubiquitylierung verursacht wird (Abb. 3.1).
Eine Funktion als Inhibitor der Ubiquitylierungsreaktion wurde bereits fur das
Protein RAD23 vorgeschlagen und es wurde gemutmasst, dass dadurch die
Degradation von Substraten verhindert wird (Ortolan et al., 2000). In dieser
Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass RAD23 fur den proteasomalen
Abbau benbtigt wird. Insofern fungiert RAD23 nicht als Inhibitor, sondern ubt

wahrscheinlich ahnlich wie CDC48 eine Ubiquitinketten-limitierende Funktion

aus.
E1 UFD1/NPL4
E2 UFD2
E3 -..
o — —_—
Substrat CDC48 Ubiquityliertes Substrat

Abbildung 3.1: Substratbeladung und Multiubiquitylierung in Gegenwart von CDC48

Substrate werden durch E1-, E2- und E3-Enzyme oligo-ubiquityliert. Der Rekrutierungs-
Faktor UFD1/NPL4 bindet das ubiquitylierte Substrat und der CDC48"™P"NP4 Komplex
Ubertragt das Substrat auf UFD2, welches zusammen mit E1-, E2- und E3-Enzymen die
Multiubiquitylierung durchfuihrt. In Gegenwart von CDC48 werden Ubiquitinketten hergestellt,
die Uber nur maxi-mal sechs Ubiquitinreste verfugen. Wahrscheinlich werden diese uber die

Ubiquitin-Bindungs-Domanen von CDC48 koordiniert.

Die Limitierung der Kettenlange scheint aus mehreren Grunden sehr
plausibel. Bei der Multiubiquitylierung handelt es sich um eine Konjugations-
reaktion, die durch eine spezifische Komponente terminiert wird. Die Kon-
jugation von Ubiquitin-Molekulen wird durch UFD2 angeschaltet und nach

Erreichen einer optimalen Kettenlange durch CDC48 unterbunden. Man muss
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sich vergegenwartigen, dass Ubiquitylierung stets mit einem Verbrauch von
Energie verbunden ist. Insofern kann uber eine gezielte Termination der
Konjugation ein unnotiger Energieverbrauch verhindert werden. Der
Translokation des Substrats in den katalytischen Partikel des Proteasoms
geht die Entfernung der Ubiquitinkette durch Deubiquitinierungsenzyme
voraus, was durch sogenannte UBP-Proteine (ubiquitin-specific processing
protease) bewerkstelligt wird. S. cerevisiae kodiert 16 UBP-Proteine, die eine
Editierungsfunktion auf Ubiquitinketten austiben. Die Disassemblierung der
Ubiquitinkonjugate vor der Proteolyse scheint essentiell zu sein, da nicht
abgebaute Ubiquitinketten das Proteasom blockieren wurden (Hochstrasser,
1996). Eine Begrenzung der Anzahl von konjugierten Ubiquitinresten durch
CDC48 konnte die Notwendigkeit der Deubiquitylierung einschranken und
zudem einen positiven Einfluss auf die Geschwindigkeit des Abbauprozesses
haben, da die Deubiquitylierung durch UBP-Enzyme die Degradations-
geschwindigkeit entscheidend moduliert (Hershko, 1996). Weiterhin fuhrt eine
nicht-limitierte Ubiquitylierung moglicherweise zur Ausbildung von
verzweigten Kettenstrukturen. Dies scheint durchaus plausibel, da Ubiquitin-
Molekule in vivo Uber jedes der sieben Lysinreste des Ubiquitins verknupft
werden kdbnnen (Peng et al., 2003). Es ist unwahrscheinlich, dass diese
verzweigten Ubiquitinketten als geeignetes Substrat fur proteasomalen Abbau
dienen, da das Erkennungssignal fur Degradation vermutlich in der
Oberflachenstruktur Lysin-48-verknupfter Ubiquitin-Molekule enthalten ist.
Vielmehr blockieren sie wahrscheinlich die proteasomalen Bindungsstellen
und inhibieren damit den gesamten Abbauprozess der Zelle. Verzweigte
Ubiquitin-Konjugate mussten demzufolge durch UBP-Enzyme abgebaut
werden. Die Synthese dieser nicht-linearen Strukturen und damit verbundene
Editierungsprozesse konnen durch eine limitierte Ubiquitylierung umgangen
werden. Eine Multiubiquitylierung in Gegenwart von CDC48 optimiert das
Ubiquitin-Proteasom System daher durch ein Verhindern zusatzlicher

energieabhangiger und zeitaufwendiger Prozesse.
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3.3 Modell fur eine UFD2-abhangige Degradation

Die vorliegende Arbeit konnte einen detailierten Einblick in den
proteasomalen Abbau von membranstandigen Substraten geben und das
aktuelle Bild der Degradation von ERAD-Substraten und dem
Transkriptionsfaktor SPT23 erweitern. Beide Substrat-Typen sind an der
Membran des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert und werden zunachst
an der cytosolischen Seite der ER-Membran ubiquityliert. Das entworfene
Modell schlagt vor, dass zunachst eine Oligo-Ubiquitylierung stattfindet, die
durch E1-, E2- und E3-Enzyme durchgefuhrt wird (Abb. 3.2).

E UFD1/NPL4 RAD23/DSK2 268 Proteasom

E2 TR U2
= L gl . & . i . i
o) - : : " _ — |

Substrat-Komplex cocas

Oligo-Ubiquitylierung Substratbeladung Multi-Ubiquitylierung Substrat-Transfer Degradation
Segregation

Abbildung 3.2: Modell fur einen UFD2-abhangigen Abbauweg.

Substrat-Komplexe kdonnen nach Oligo-Ubiquitylierung durch den CDC48""P"NP4 Komplex
gebunden werden. Das ubiquitylierte Protein wird durch die Aktivitat des Komplexes vom
Partner-Protein getrennt und auf UFD2 Ubertragen. In Gegenwart von CDC48 werden durch
UFD2-Katalyse Ubiquitinketten mit definierter Lange synthetisiert. Diese werden von den

Rezeptoren RAD23 und DSK2 gebunden und zum Proteasom transportiert.

Oligo-Ubiquityliertes Substrat kann durch den Rekrutierungsfaktor
UFD1/NPL4 erkannt werden und auf CDC48 ubertragen werden. CDC48
vermittelt eine Komplexdisassemblierungsfunktion und vermag ein ubiqui-
tyliertes Protein von seinem Partner-Protein in einer ATP-abhangigen
Reaktion zu segregieren (Rape et al., 2001). Eine weitere Funktion des
CDC48"™P'"WFL4 Komplexes ist die Ubertragung des Substrates auf UFD2. Die
Multiubiquitylierung in Gegenwart des CDC48 Komplexes fuhrt zur
Herstellung von spezifischen Ubiquitinketten, die nur im Durchschnitt uber
maximal sechs Ubiquitinreste verfugen (size restriction). Derart ubiquitylierte

Substrate werden durch die Faktoren RAD23 bzw. DSK2, welche im Komplex
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mit CDC48 und UFD2 vorliegen, aufgenommen und zum Proteasom geliefert.

Schliesslich findet dort die Degradation des Substrates statt.

3.4 UFD2 ist ein wichtiger Schalter in Abbauprozessen

Eine Ubiquitylierung durch E1-, E2- und E3-Enzyme kann in vielen Fallen eine
ausreichende Markierung von Substrat bewirken, welche vom Proteasom
erkannt wird und den Abbau des Substrates veranlasst (Hochstrasser et al.,
1996; Pickart, 2001). Sowohl in vivo als auch in vitro konnte nachgewiesen
werden, dass eine Ubiquitylierung von UFD-Substraten durch E1-, E2- und
E3-Enzyme nur zur Ubertragung zweier Lysin-29 verknupfter Ubiquitinreste
fuhrt (Koegl et al., 1999; Johnson et al., 1995). Ein weitere Ubertragung von
Ubiquitin-Molekulen in Gegenwart von UFD2 ist notwendig, um eine
Degradation des Substrates zu ermoglichen. UFD2 zeigt typische Merkmale
eines spezialisierten E3-Enzyms, da die U-Box ahnlich wie die strukturell
homologen RING-Finger bestimmter E3-Ligasen autoubiquityliert wird.
Dennoch ubernimmt UFD2 nicht vollstandig die Aufgaben einer Ubiquitin-
Ligase, da die UFD2-katalysierte Multiubiquitylierung zusatzlich auf E1-, E2-
und E3-Enzyme angewiesen ist (Koegl et al., 1999). Die Funktion von E4-
Enzymen besteht vermutlich darin, eine Verknupfung uber das Lysin-48 des
Ubiquitins zu gewahrleisten, die wahrscheinlich aus sterischen Grunden fur
die HECT-ES3-Ligase UFD4 nicht moglich ist (Saeki et al., 2004). Wie
allerdings E3- und E4-Enzyme kommunizieren ist noch unbekannt. UFD2
Ubernimmt in proteasomalen Abbauwegen die Aufgabe eines Schalters, der
an der Schnittstelle von Oligo-Ubiquitylierung und Multiubiquitylierung wirkt.
Ein Zwei-Schritt-Mechanismus aus einer Oligo-Ubiquitylierung und einer
nachfolgenden UFD2-katalysierten Multiubiquitylierung bedeutet eine weitere
Moglichkeit zur Regulation von proteasomalen Abbauprozessen. Eine Mono-
oder Oligo-Ubiquitylierung entspricht einem Signal, durch welches bestimmte
Funktionen aktiviert werden. Dazu zahlen wichtige zellulare Vorgange wie
Endocytose, DNA-Reparatur, Transaktivierung von Transkriptionsfaktoren

und die Mobilisierung von membranstandigen Proteinen. Findet zunachst nur
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eine Mono- oder Oligoubiquitylierung statt, so kbnnen die physiologischen
Prozesse aktiviert werden, die in dem Ubiquitin-Signal kodiert sind. Die
Inaktivierung des jeweiligen Prozesses erfolgt in einem nachfolgenden
zweiten Schritt durch das E4-Enzym UFD2, welches spezifisch durch den
CDC48"™P"NPL4 Komplex mit oligo-ubiquitylierten Substrat beladen wird. Ohne
die Aktivitat des E4-Enzyms waren die konjugierten Ubiquitinketten zu kurz,
um von den Substrat-Rezeptoren RAD23 oder DSK2 gebunden zu werden.
Durch Anfugen von nur wenigen Lysin-48-verknupften Ubiquitinresten wird
das Protein schliesslich als Substrat fur das 26S Proteasom gekennzeichnet
(Saeki et al., 2004; Koegl et al., 1999).

3.5 Ubertragung von Substrat zum Proteasom

Dass die Ubiquitin-bindenden Proteine RAD23 und DSK2 in einem Komplex
mit UFD2 und CDC48 vorliegen und Substrat nach der Multiubiquitylierung
durch UFD2 aufnehmen, war bislang nicht bekannt. In dieser Arbeit konnte
neben den Interaktionen dieser Proteine demonstriert werden, dass auch die
durch UFD2-Katalyse ubiquitylierten Substrate spezifisch von RAD23 und
DSK2 gebunden werden. Fur Ubiquitinketten die in Gegenwart des
CDC48"™P'"WFL4 Komplexes synthetisiert wurden, ergab sich ein besonders in-
teressanter Befund. Der Substrat-Rezeptor RPN10 vermag die CDC48
abhangig verkurzten Ketten nur sehr schlecht zu binden, wohingegen die
Affinitat von RAD23 und DSK2 fur diese Ubiquitinketten optimiert zu sein
scheint. Dies legt nahe, dass RPN10 vermutlich in einem parallelen, UFD2-
unabhangigen Abbauweg benbtigt wird (Abb. 3.3). Die Bindungs-
eigenschaften spiegeln auch die Redundanz der Rezeptoren RAD23 und
DSK2 wider, gezeigt durch die Hypersensitivitat gegenuber Olsaure als auch
in der Temperatursensitivitat der Arad23 Adsk2 Doppelmutante. RPN10
bindet hingegen langere Ubiquitinketten und ist somit wahrscheinlich
vorwiegend an der Degradation in CDC48-unabhangigen Abbauwegen
beteiligt. Allerdings muss eine Limitierung der Lange der Multiubiquitinkette

vermutlich nicht immer mit einer Segregation und Mobilisierung des Substrats
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durch CDC48 einhergehen. Moglicherweise enstehen nach der Mobilisierung
durch CDC48"™"""'* gquch Ubiquitin-Konjugate, die durch RPN10 gebunden
werden kdnnen. In diesem Zusammenhang steht auch der Befund, dass

RPN10 einen geringen Einfluss auf den Abbau von SPT23 zeigt.

'@ UFD2
E1 ﬂ, UFD2 S RAD23
E2 DSK2

ES CDC48uFD1 mPLa CDC4é

. 26S Proteasom
Substrat E1 | |
E2 ’ ]

E3

Abbildung 3.3: Die Substratrezeptoren RAD23, DSK2 und RPN10 gehoren zu parallelen
Abbauwegen.

Substrate werden durch E1, E2 und E3 ubiquityliert. Eine ausreichende Ubiquitylierung kann
zur Ubertragung auf den Rezeptor RPN10 fuhren, welcher hauptsachlich lange Ubiquitin-
Konjugate bindet. UFD2-abhangige Multiubiquitylierung fuhrt Uber den CDC48YFP'NPL
Komplex. Die synthetisierten verkiurzten Ketten kbnnen nur durch RAD23 oder DSK2

gebunden werden.

Damit bestehen fur den Transkriptionsfaktor SPT23 wenigstens zwei parallele
Abbauwege, und man kann postulieren, dass die Wahl eines bestimmten
Degradationsweges durch die Anzahl der konjugierten Ubiquitinreste
determiniert ist. Die Bindungseigenschaften der Substrat-Rezeptoren
scheinen Uber die Anzahl der Ubiquitinmolekule bestimmt und nicht in der
Topologie der Ubiquitinkette enthalten zu sein, wie fur das Protein RAD23
gezeigt werden konnte (Abb.2.10B). Die spezifischen Bindungseigenschaften
der Ubiquitin-bindenden Faktoren definieren somit vermutlich einen
affinitatsgetriebenen Mechanismus, der den Substrat-Fluss zum Proteasom
uber die Anzahl der konjugierten Ubiquitin-Molekule steuert. Das Heterodimer
UFD1/NPL4 ist durch eine hohe Affinitat gegenuber mono- oder di-
ubiquitylierten Proteinen gekennzeichnet und dient der Rekrutierung von

Substrat. CDC48 dagegen assoziiert mit Konjugaten, die uUber 3-6
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Ubiquitinreste verfugen und bendtigt zur Ubertragung von mono- und di-
ubiquitinierten Substraten den Kofaktor UFD1/NPL4, sodass der Substrat-
Fluss zum Multiubiquitylierungsfaktor UFD2 gewahrleistet ist. Die Substrat-
Rezeptoren RAD23 und DSK2 sind durch ein breites Bindungs-Spektrum
gekennzeichnet und binden spezifisch Ubiquitinketten ab einer Anzahl von
drei Ubiquitinresten. Im Gegensatz dazu ist RPN10 Vertreter einer Gruppe
von ubiquitin-bindenden Faktoren, die nur eine Affinitat gegenuber langeren
Ubiquitinketten haben. Durch die Existenz dieser speziellen Bindungs-
domanen, die optimal an die Anforderungen von Rekrutierung, Multiubiqui-
tinierung und Weiterleitung des Substrates angepasst sind, entsteht ein

gerichteter, affinitatsgetriebener Fluss des Substrates.

3.6 Direkte und Substrat-vermittelte Interaktion mit dem Proteasom

Die Bindungseigenschaften verschiedener Ubiquitin-bindender Proteine ge-
genuber dem 26S Proteasom kdnnen durch eine direkte oder eine indirekte
Interaktion begrundet sein. Die stabile bzw. direkte Interaktion eines Proteins
mit dem Proteasom muss von einer indirekten Interaktion unterschieden
werden, die auf einer Substrat-vermittelten Wechselwirkung beruht. RAD23
und DSK2 binden direkt an das Proteasom und RPN10 ist ein Bestandteil
desselben (Chen and Madura 2002; Wilkinson et al., 2001; Funakoshi et al.,
2002; van Nocker et al., 1996). In dieser Arbeit konnte fur diese Substrat-
Rezeptoren in Ubereinstimmung mit den publizierten Daten eine starke
Interaktion mit dem Proteasom demonstriert werden. Von CDC48 war bereits
ebenso bekannt, dass es mit dem 26S Proteasom copréazipitiert, und
infolgedessen wurde angenommen, dass CDC48 als Ubertrager von
ubiquityliertem Substrat wirken kann (Dai et al., 1998; Verma et al., 2000). In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass neben CDC48 auch der
UFD1/NPL4 Komplex, UFD2 und SHP1 mit dem Proteasom assoziieren
(Abb.2.12). Dabei handelt es sich vermutlich um Interaktionen, die aufgrund
der Ubiquitin-bindenden Eigenschaften dieser Proteine zustande kommen

und vermutlich nicht durch eine direkte Bindung an das Proteasom zu
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erklaren sind. Die Faktoren UFD1/NPL4, CDC48 und UFD2 wirken in den
Prozessen der Substraterkennung und Multiubiquitylierung, nicht jedoch
wahrend der Substratubertragung zum Proteasom. Wahrscheinlich bleiben
diese Faktoren aber noch mit dem Substrat assoziiert, wenn dieses uUber
Transport-Proteine (RAD23/DSK2) zum Proteasom geleitet wird. Die
Wechselwirkung von UFD1/NPL4, CDC48 und UFD2 mit dem Proteasom
(Abb.2.12A) erscheint vermutlich daher deutlich schwacher als fur die direkt
interagierenden Faktoren RAD23, DSK2 und RPN10. Fur den Multi-
ubiquitylierungsfaktor UFD2 kommt vermutlich auch deshalb nur eine
indirekte, Substrat-vermittelte Interaktion in Frage, weil RAD23 sowohl mit
UFD2 als auch mit der Proteasom-Komponente RPN1 uber seine UBL-
Domane interagiert (Kim et al., 2004). Eine gleichzeitige Bindung von RAD23
an UFD2 und an das Proteasom ist somit ausgeschlossen. SHP1 assoziiert
nur aufgrund der Ubiquitin-bindenden UBA-Doméane mit dem Proteasom und
eine Deletion der UBA-Domane fuhrt zu einer fast vollstandigen Aufhebung
dieser schwachen Wechselwirkung. Die isolierte UBA-Domane zeigt hingegen
eine intensive Wechselwirkung mit dem Proteasom, die nur indirekt uber

ubiquityliertes Substrat erfolgen kann (Abb. 2.12C).

Somit sollte man bei den wéahrend der Substrat-Rekrutierung und
Ubiquitylierung wirkenden Faktoren (UFD1/NPL4, CDC48 und UFD2) von
einer Substrat-vermittelten (indirekten) Interaktion mit dem Proteasom
sprechen und diese von einer direkten Wechselwirkung (RAD23/DSK2)
unterscheiden. Proteine der Ubiquitylierungsmaschinerie und der Substrat-
Rekrutierung konnen vermutlich Uber eine verbleibende, indirekte Interaktion
zum Substrat mit dem Proteasom assoziieren. Die gemeinsame Lokalisierung
aller beteiligten Faktoren am Substrat unterstutzt schliesslich, dass die
Reaktionen von Substratbeladung, Ubiquitylierung, Substratweiterleitung und

Degradation konzertiert ablaufen konnen.
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3.7 Der Transkriptionsfaktor SPT23 und ERAD-Substrate werden
in UFD2-abhangigen Degradationswegen abgebaut

Die enge Kooperation zwischen den Substratbeladungsfaktoren UFD1/NPL4,
der ATPase CDC48, dem Multiubiquitylierungsenzym UFD2 und den
Substrat-weiterleitenden Faktoren konnte erfolgreich fur ERAD-Substrate und
den Transkriptionsfaktor SPT23 nachgewiesen werden. Im ERAD-Prozess
sowie bei der Mobilisierung von SPT23 p90 spielt der CDC48"™P"P Komplex
eine entscheidende Rolle. Es war bislang nicht bekannt, ob UFD2 in die
anschliessenden Abbauprozesse involviert ist. Sowohl fur ERAD-Substrate
als auch fur SPT23 p90 konnte in dieser Arbeit demonstriert werden, dass der
proteasomale Abbau partiell in Abhangigkeit von UFD2 erfolgt, uber die
Substrat-Rezeptoren RAD23 oder DSK2 verlauft und in geringerem Masse
uber RPN10. Als Rezeptoren scheinen dabei RAD23 und DSK2 redundant zu
wirken. In UFD2 Deletionsmutanten ist die Halbwertszeit des Substrats
ungefahr um den Faktor 2 verlangert. Damit scheint UFD2 zwar den Abbau zu
fordern, ist aber nicht essentiell. Dies erscheint plausibel, da eine Deletion
von UFD2 fur S. cerevisiae nicht lethal ist und deutet auf parallel verlaufende
Abbauwege hin. Es ware denkbar, dass SPT23 auch uber einen UFD2-
unabhangigen Abbauweg Uber die E3-Ligase RSP5 degradiert wird. Die
Bindungseigenschaften gegenuber Ubiquitin-Konjugaten unterstreichen die
unterschiedlichen Funktionen von RAD23 und DSK2 gegenuber RPN10.
ERAD-Substrate ebenso wie SPT23 benobtigen den CDC48"™"™"* Komplex
zur Mobilisierung aus der Membran des ER. Findet die Multiubiquitylierung
ebenfalls in Gegenwart des Komplexes statt, so werden Ubiquitinketten mit
limitierter Lange gebildet, welche nur durch RAD23 oder DSK2 gebunden
werden konnen. Die UIM-Domane von RPN10 besitzt diese Bindungs-
eigenschaft nicht und demzufolge zeigen RPN10 Mutanten nur einen
geringen Einfluss auf den Abbau von SPT23 und ERAD Substraten. Im Fall
von SPT23 zeigt sich dieser Sachverhalt ausserdem in der Hypersensitivitat
gegenuber Olsaure. RPN10 Mutanten zeigen in Gegenwart von Olsaure

einen geringen Wachstumsdefekt, aber im Gegensatz dazu ist eine

56



Diskussion

Doppelmutante der redundanten Faktoren RAD23 und DSK2 nicht
lebensfahig. Die Bindungseigenschaften gegenuber den in Gegenwart des
CDC48"™P"F* Komplex gebildeten verkurzten Ketten wird somit Uberzeugend
widergespiegelt. RPN10 steuert nur geringfugig zur Degradation von SPT23
bzw. von ERAD-Substraten bei. Der Beitrag von RPN10 zum Abbau von
SPT23 konnte in einer Epistasisanalyse veranschaulicht werden, die UFD2
und RPN10 parallelen Abbauwegen zuordnet. Eine weiterfuhrende Analyse
zeigte spater, dass die entsprechenden Doppelmutanten den Abbau von
SPT23 und einigen ERAD-Substraten nahezu vollstandig stabilisierten (Richly
et al., 2005).

Die Koordination des proteasomalen Abbaus von SPT23 scheint ein
komplizierter Vorgang zu sein. SPT23 p90 muss zunachst als Transaktivator
im Zellkern wirken, um die Transkription von OLE1 zu veranlassen. Im An-
schluss daran muss der Transkriptionsfaktor abgebaut werden, sodass die
Transkription wieder abgeschaltet wird. Sowohl p97 als auch dessen
Hefehomologes CDC48 zeigen eine partielle Lokalisierung im Zellkern (Abb.
2.1E; Madeo et al.,, 1998). Interessanterweise hangt die nukleare
Lokalisierung von der Funktion des CDC48"™""** Komplexes ab, wie in
Studien von Michael Rape gezeigt werden konnte. Man kann spekulieren,
dass CDC48 und UFD2 zusammen mit dem oligo-ubiquitylierten Substrat in
den Zellkern gelangen. Ob der Abbau von p90 verhindert werden kann bevor
die Transkription von OLE1 angeschaltet wird, konnte bislang nicht
nachgewiesen werden. Allerdings kbnnte CDC48 das gebundene oligo-
ubiquitylierte Substrat vor einem fruhzeitigen Abbau schutzen.
Mboglicherweise bindet CDC48 mit dem ubiquityliertem Transkriptionsfaktor an
den Promotorregionen zu transkribierender Gene und uUbertragt erst nach
erfolgter Transkription das Substrat auf UFD2. In diesem Zusammenhang sei
erwahnt, dass Mono- oder Oligo-Ubiquitylierung bei der Transaktivierung von
Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle zu spielen scheinen (Muratani and
Tansey, 2003; Salghetti et al., 2001). In ahnlicher Weise konnte eine Oligo-

Ubiquitylierung von SPT23 nicht nur Signal fur die Prozessierung und

57



Diskussion

Segregation sein, sondern auch die Transaktivierung verursachen und die
notwendige Voraussetzung fur die nachfolgende Multiubiquitylierung
darstellen. Durch die Effektivitat des hier beschriebenen UFD2-abhangigen
Abbauwegs kann die nukleare Konzentration von p90 schnell und zuverlassig
dem Bedarf der Zelle angepasst und somit die Fluiditat des Membransystems

reguliert werden.

Der beschriebene UFD2-abhangige Degradationsweg konnte in dieser Arbeit
fur das ERAD Model Substrat Deg1-Sec62 beschrieben werden, wie auch fur
andere ERAD-Substrate (Richly et al., 2005). Damit kommt UFD2 im Abbau
von ERAD-Substraten eine wesentliche Bedeutung zu, zudem wird aber
deutlich, dass auch weitere UFD2-unabhangige Abbauwege bestehen. Die
fast vollstandige Stabilisierung von ERAD-Substraten in Arad23 Adsk2
Doppelmutanten legt nahe, dass die Rezeptoren eventuell auch ohne UFD2
agieren. ERAD Substrate kdonnten auch nach Ubiquitylierung durch
membranstandige E3-Ligasen durch die Substrat-Rezeptoren gebunden und
zum Proteasom transportiert werden. Die UFD2-abhangige Degradation stellt
in Analogie zum Transkriptionsfaktor SPT23 nur einen moglichen Abbauweg
fur ERAD-Substrate dar. Legt man das postulierte Model fur den ERAD-
Prozess zugrunde, so konnen in einem UFD2-abhangigen Abbauweg
verschiedene Prozesse unterschieden werden: Ubiquitylierung, Losung des
Substrates ins Cytoplasma, UFD2-katalysierte Multiubiquitylierung, Substrat-
Weiterleitung und Degradation. UFD2 wirkt dabei als zentraler Schalter, der
Uber das Schicksal des oligo-ubiquitylierten Substrats entscheidet. Bei Bedarf
kann UFD2 durch die Ubertragung weiterer Ubiquitinreste den Abbau des
Substrats ermodglichen. Die enge Kopplung der Multiubiquitylierung und der
Substrat-Ubertragung zum Proteasom bewirkt anschliessend den Abbau des
Substrats. Damit entsteht durch UFD2-abhangigen Abbau die Moglichkeit die
Qualitatskontrolle auszuweiten und gleichzeitig den schnellen Abbau des

Substrates zu gewahrleisten.
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4. Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Soweit nicht anders vermerkt, wurden analysenreine Chemikalien und
Reagenzien der Firmen Applied Biosystems, Biomol, Biorad, Fluka, Kodak,
Merck, Roth, Riedel de Haen, Serva und Sigma verwendet.
Molekularbiologische Reagenzien, Restriktionsendonukleasen und andere
Enzyme wurden von den Firmen Roche, MBI, Fermentas, New England
Biolabs, Pharmacia und Promega bezogen. In nahezu allen der unten
beschriebenen molekularbiologischen Methoden wurden sterile Losungen und

sterile Gefasse eingesetzt.

4.1.2 Computer-Hardware und Software
Datenbankrecherchen wurden mit Hilfe folgender Internetdienste
durchgefuhrt. BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), SMART

(http://www.smart.embl-heidelberg.de), SwissProt (http://www.expacy.ch) und

PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed). Fur Sequenzanalysen wurde
das Programm DNA-Star (DNA-Star Inc.) verwendet. Chemilumineszenzfilme
(Amersham Biosciences) und getrocknete Polyacrylamidgele wurden mit
einem AGFA-Scanner (Duoscan T1200) und mit dem Programm Adobe
Photoshop (Adobe Systems Inc.) digitalisiert. Graphiken und Abbildungen
wurden mit den Programmen Canvas 6.0 (Daneba Software) oder Microsoft
Powerpoint 2000 erstellt. Die Textverarbeitung erfolgte mit Microsoft

Word2000 auf einem Apple Macintosh G3 Computer.

4.1.3 Antikorper

Es wurden polyklonale sekundare Antikbrper aus Hase (Dianova) und
monoklonale sekundare Antikorper aus der Maus (Sigma) benutzt.
Ausserdem wurden folgende primare Antikdrper verwendet: polyklonaler anti-

myc (Santa Cruz Biotechnology), monoklonaler anti-Flag (Sigma),
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monoklonaler anti-BGal (Promega). Zusatzlich wurde ein ein polyklonaler,
bereits mit Peroxidase gekoppelter Antikbrper gegen Protein A (Dako)
eingesetzt. Weiterhin wurde ein anti-CDC48 Antikorper verwendet, der aus

der Immunisierung eines Hasen mit aufgereinigtem CDC48 gewonnen wurde.

4.1.4 Escherichia coli Stamme
Fur die meisten Arbeiten wurden die E. coli Stamme TG1 oder XL1-Blue

verwendet. Expression von Proteinen erfolgte stets in BL21 (DE3) pRIL-

Bakterien.
Stamm Genotyp
XL1-Blue Sup E44, hsd R17, rec A1, gyr A46, thi, rel A1, lac -,
F’ (pro AB +, lac | g, Lac Z M15, Tn10 (tetr))
TG1 D(lac, pro), supE, thi, hsd D5, F’ (Tra D36, pro*, lac Iq, lacZ DM15)
BL21 (DE3) pRIL | F- ompT hsdS(r,-my,-) dcm+ Tet" gal | (DE3) endA Hte (argU ileY
leuW Cam")

4.1.5 Escherichia coli Medien
Den angegebenen Medien wurden Antibiotika in den folgenden
Konzentrationen zugegeben: Ampicilin, 200 pyg/ml; Kanamycin, 30 pg/ml;

Chloramphenicol, 34ug/ml.

Medium Zusammensetzung

LB-Medium 1% Bacto Tryptone (Difco)
0.5% Bacto Yeast Extract (Difco)
1% NaCl

LB-Agar 1.5% Agar in LB-Medium

4.1.6 Saccharomyces cerevisiae Stamme
Alle Experimente wurden mit Stammen durchgefuhrt, welche zum Stamm

DF5 isogen waren (Finley et al., 1987).
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Stamm Genotyp

wT MAT a, his3-D200, leu2-3, 2-112, lys2-801, trp1-1 (am), ura3-52
(Finley et al., 1987)

ufd1-2 MAT a, isogen zu WT, ufd1-2 (Hoppe et al, 2000)

npl4-1 MAT a, isogen zu WT, npl4-1 (Hoppe et al., 2000)

Aufd2 MAT a, isogen zu WT, ufd2::LEU (Koegl et al., 1999)

Aufd2 ufd1-2 MAT a, isogen zu WT, ufd1-2, ufd2::LEU (Rape et al, 2001)

Arpn10 MAT a, isogen zu WT, rpn10::HIS

Arad23 MAT a, isogen zu WT, rad23::kanMX4

Adsk2 MAT a, isogen zu WT, dsk23::kanMX4

Arad23 Adsk2 MAT a, isogen zu WT, rad23::kanMX4,dsk2::kanMX4

Aufd2 Arpn10 ufd2::LEU, rpn10::HIS

Aufd2 Arad23 ufd2::LEU, rad23::kanMX4

Aufd2 Adsk2 ufd2::LEU, dsk2::kanMX4

RPN1 1A MAT a, isogen zu WT, rpn11::TEV-ProA::kanMX4

RAD23™* MAT a, isogen zu WT, rad23::ProA::kanMX4

4.1.7 Saccharomyces cerevisiae Medien

Soweit nicht anders vermerkt, wurden Flussigkulturen bei 30°C in den

angegebenen Medien bei 120 rpm geschuttelt. Agarplatten wurden ebenfalls

bei 30°C inkubiert.

Medium

Zusammensetzung

YPD/YPGal-Medium

1% Bacto Yeast Extract (Difco)
2% Bacto Peptone (Difco)
2% Glukose (YPD) oder 2% Galaktose (YPGal)

SC-Medium

3.5% Bacto Yeast Nitrogen Base without amino
acids

20 g Zucker (Glukose, Galaktose oder Raffinose)

2 g Aminosaure-Mix ohne Selektionsaminosauren

pro 1| Wasser

YPD-G418

200 mg G418 (Sigma: G-9516) pro | Medium
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4.1.8 Verwendete E. coli Konstrukte

Die folgenden Konstrukte wurden zur Uberexpression von Proteinen in BL21

(DE3) pRIL Zellen benutzt.

Konstrukt Protein

pGEX4-TH1 Glutathione-S-Transferase (GST)
pGEX4-T1-UFD1 GST-UFD1

pGEX4-T1-DSK2 GST-DSK2

pGEX4-T1-RAD23 GST-RAD23

pGEX4-T1-RPN10 GST-RPN10

pGEX4-T1-UFD2 GST-UFD2

pGEX4-T1-CDC48 GST-CDC48

pGEX-4T1-U-box GST-U-box

pET21-Ubi-ProBGal Ubi-ProBGal

pREP4

Repressor-Plasmid fur pQE Vektoren (Qiagen)

pQE32-CDC48

His-CDC48

pET28A-NPL4 His-NPL4
pET28A-RAD23 His-RAD23
pET28A-UFD2 His-UFD2

pET3A-Ubi-lacl-ProteinA

Ubi-Lacl-ProteinA

4.1.9 S. cerevisiae Konstrukte

Folgende Konstrukte wurden fur Experimente in S. cerevisiae Stammen

verwendet.

Konstrukt

Exprimiertes Protein

Ylplac211-Gal™°SPT23"*

Galaktose induzierte Expression von SPT23

(Hoppe et al., 2000)

YCplac22-Deg1-Flag-Sec62

Galaktose induzierte Expression von Deg1-Flag-

Sec62
pRH244 Expression von *™*HMG2
pGBT9-UFD2 2 Hybrid-Konstrukt zur Expression von UFD2

pGBT9-UFD2-N808

2 Hybrid-Konstrukt zur Expression eines N-

terminalen UFD2-Fragments (1-808aa)

pGBT9-UFD2-N856

2 Hybrid-Konstrukt zur Expression eines N-

terminalen UFD2-Fragments (1-856aa)
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pGAD-CDC48 2 Hybrid-Konstrukt zur Expression von CDC48
pGAD-RAD23 2 Hybrid-Konstrukt zur Expression von RAD23

4.1.10 Konstrukte zur Herstellung von Bacculoviren
Zur Herstellung von Bacculoviren in SF9-Zellen wurden die nachfolgend

aufgefuhrten Konstrukte eingesetzt.

Konstrukt Exprimiertes Protein

pVL1392-UBA1 UBAT1 (Koegl et al., 1999)
pVL1393-UBC4 UBC4 (Koegl et al., 1999)
pVL 1393-UFD4 UFD4 (Koegl et al., 1999)

4.2 Methoden mit Escherichia coli

4.2.1 Kultivierung und Lagerung von E. coli

Flussigkulturen in LB-Medium wurden bei 37°C geschuttelt (180 rpm) und
Agarplatten ebenfalls bei 37°C inkubiert. Die Dichte von Flussigkulturen
wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 600 nm (ODg,,) bestimmt.
Ausstriche auf Agarplatten wurden bis zu einem Monat bei 4°C gelagert. Eine
langfristige Lagerung erfolgte, indem man stationare Kulturen mit Glycerol

versetzte (Endkonzentration 20%) und bei —80°C einfror.

4.2.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Es wurden chemisch kompetente wie auch elektrokompetente Zellen
hergestellt. Aus einer Einzelkolonie des jeweiligen E. coli Stammes wurde bei
37°C eine Ubernachtkultur hergestellt, die am folgenden Tag in LB-Medium
auf eine optische Dichte von 0.1 verdunnt wurde. Es erfolgte eine weitere
Inkubation bis zu einer optischen Dichte von 0.5-0.6 bei 37°C. Nach 30
minutiger Abkuhlung der Zellen in Eiswasser wurden die Zellen durch
Zentrifugation (5min, 5000g, 4°C) sedimentiert. Alle folgenden Schritte
wurden im Kuhlraum unter Verwendung vorgekuhlter Materialien und
Losungen durchgefuhrt. Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurde

das Zellsediment in 1 Liter sterilem Wasser resuspendiert und erneut
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zentrifugiert. Nach einem weiteren Resuspendieren in 500ml sterilem Wasser
und nachfolgender Zentrifugation wurden die Zellen in 20ml 10%igem sterilen
Glycerin resuspendiert und abermals durch Zentrifugation sedimentiert.
Schliesslich wurden das Zellsediment in 3ml 10%igem sterilen Glycerin
resuspendiert und in 50 yl Volumina aliquotiert. Nach Einfrieren in flussigem
Stickstoff wurden die Zellen bei —80°C gelagert. Zur Herstellung chemisch
kompetenter Zellen wurde das Zellsediment in 200ml kalter MgCl, Losung
(100mM) resuspendiert. Nach einer Zentrifugation erfolgte ein Resus-
pendieren des Sediments in 400ml CaCl, Lésung (100mM). Nach 30minutiger
Abkuhlung in Eiswasser wurde erneut zentrifugiert und das Sediment in 20ml
einer sterilen Losung aus 15% Glycerin und 100mM CaCl, aufgenommen und

in 50 pl Volumina bei —80°C gelagert.

4.2.3 Transformation von DNA in Bakterienzellen

Plasmide wurden in CaCl,-kompetente Bakterienzellen mittels Hitzeschock
Ubertragen. Dazu wurden 50 ul Bakteriensuspension und 1 pyl Plasmid-DNA
bzw. Ligationsansatz zusammengegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzepuls von 90 Sekunden bei 42 °C wurde 700 yl LB-Medium
zugegeben. Die Bakteriensuspension wurde 60 min bei 37°C geschuttelt, kurz
abzentrifugiert und nach Resuspension in 300 ul LB-Medium auf
entsprechende Selektionsplatten ausplattiert. Fur Transformation von DNA
mittels Elektroporation wurde der Ligationsansatz zunachst durch
Mikrodialyse gegen ddH,O auf Millipore-Filtern entsalzt, zu 50 ul kompetenten
Bakterien gegeben und in eine eisgekuhlte Elektroporationskuvette mit 1 mm
Spaltbreite uberfuhrt. Die Elektroporation erfolgte durch einen Puls von 1.8
kV/ 25 pyF/ 200 W im Biorad Gene Pulser Il. Die Dauer des Pulses betrug in
der Regel 4-5 ms. Die Zellen wurden anschlieBend mit 700 yl LB-Medium
versetzt, 60 min bei 37°C geschuttelt und schliesslich auf den

entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert.
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4.3. Methoden mit Saccharomyces cerevisiae

4.3.1 Kultivierung von Hefen

Flussigkulturen wurden mit Hefen aus frischen Plattenausstrichen angeimpft.
Zur Herstellung grosserer Volumina (ab 250ml) wurden Vorkulturen
angezogen. Das Wachstum erfolgte bei 30°C, wenn nicht anders vermerkt.
Die Zelldichte wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 600nm
bestimmt. Fur kurze Zeit wurden Hefen auf Platten bei 4°C gelagert, eine
langfristige Lagerung erfolgte durch Zugabe von Glycerin (20% finale

Konzentration) zu der Kultur und anschliessender Aufbewahrung bei —80°C.

4.3.2 Herstellung kompetenter Hefezellen

1 ml einer Ubernachtkultur im Selektionsmedium wurde zu 20 ml frischen
Mediums gegeben und bei 30°C bis zu einer optischen Dichte von 0.8
inkubiert. Pro Transformation wurden 2 ml Aliquots dieser Kultur verwendet
und bei 3000 rpm, 20 °C, fur 3 min abzentrifugiert. Das Hefepellet wurde in 1
ml TE/LiOAc-Losung (10 mM Tris/HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, 100 mM
Lithiumacetat) aufgenommen und erneut zentrifugiert. Zum Pellet wurden 5 pl
einzelstrangige DNA (denaturierte Lachsspermien-DNA) gegeben und zur

Transformation benutzt.

4.3.3 Transformation kompetenter Hefezellen

Fur eine Transformation wurden gereinigte Plasmid-DNA oder das Produkt
einer PCR-Reaktion zu kompetenten Zellen gegeben (4.3.2) und mit 500 pl
TE-PEG versetzt. Die Zellen wurden fur 30 min bei Raumtemperatur auf
einem Thermoschuttler inkubiert und schliesslich 50 yl DMSO zugegeben.
Nach einem 15 minutigen Hitzepuls bei 42°C wurden die Hefen zentrifugiert,
der Uberstand abgenommen und das Sediment in Wasser resuspendiert und
auf entsprechende Selektionsplatten ausplattiert. Bei Kanamycin-Resistenz
wurden die Hefezellen in 2ml YPD resuspendiert und Uber Nacht bei
Raumtemperatur geschuttelt. Nach Zentrifugation wurde das Sediment in 300

ul Wasser aufgenommen und auf YPD-G418 Platten ausgestrichen.
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4.3.4 Integrative Transformation uber homologe Rekombination

Integrative Plasmide (Ylp) enthalten nur einen Selektionsmarker, aber keine
autonomen Replikationselemente. Sie kbnnen nur nach Integration in das
Hefegenom Uber homologe Rekombination stabil vererbt werden. Das
integrative Plasmid wurde zunachst durch eine spezifische
Restriktionsendonuklease im Markergen linearisiert und wie bereits
beschrieben zur Transformation (4.3.3) eingesetzt. Zudem wurden auch PCR-
Produkte Uber homologe Rekombination transformiert, um Hefegene in vivo
mit Epitopen am C-Terminus zu markieren (Knop et al., 1999). Die PCR-
Reaktionen wurden mit Markierungskassetten und Oligonukleotidsequenzen
durchgefuhrt, welche eine Homologie mit dem C-Terminus des betreffenden
Gens besitzen. Der Nachweis der enstandenen Fusionsproteine erfolgte im

Westernblot.

4.3.5 Serielle Verdunnungsreihen von Hefezellen

Fur eine phanotypische Analyse von Hefestammen wurden serielle
Verdunnungen von Hefekulturen auf Platten des entsprechenden
Selektionsmediums getupfelt. Dazu wurden Hefekulturen in YPD oder
Selektivmedium aus der logarithmischen Wachstumsphase (ODg,= 0.5-1.0)
eingesetzt. Die Kulturen wurden mit sterilem Wasser auf eine OD von 0,2
verdunnt und 4 weitere Verdunnungen (1:5) pipettiert. Es wurden 5 pl der
Verdunnungen nebeneinander auf die Platten getupfelt und unter den
angegeben Bedingungen inkubiert. Olsaure haltige Platten wurden mit einer

finalen Konzentration von 0.2% bzw. 0.02% Olsaure supplementiert.

4.3.6 Analyse der Proteinstabilitat im Promotor Shutoff-Experiment

Die Stabilitat eines Proteins in S. cerevisiae kann nach reguliertem
Abschalten seiner Expression untersucht werden. Hierfur wurde das
entsprechende Gen unter die Kontrolle des Galaktose-induzierbaren und
Glukose-reprimierbaren GAL1,10-Promotors gebracht. Hefekulturen wurden
in YPGal-Medium bis zu einer ODg,, von 1 bei 30°C angezogen. Die Zellen

wurden bei 3500 rpm, 20 °C fur 3 min abzentrifugert und schnell in
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vorgewarmtem YPD-Medium, dem 0.5 mg/ml Cycloheximid zugesetzt wurde,
resuspendiert. Zu den gewunschten Zeitpunkten wurden 1 ml der
Hefesuspension entnommen und die Proteine durch Zugabe von TCA gefallit.
AnschlieBend wurden die Proben bei 14.000 rpm, 4°C fur 15 min
abzentrifugiert, in 50 pyl HU-Puffer (8M Harnstoff, 5% SDS, 200 mM Tris pH
6.8, 1% Bromphenolblau, 1,5% DTT) fur 15 min bei 65°C inkubiert und nach
denaturierender Gelelektrophorese im entsprechenden Immunoblot
analysiert. Bei Expression eines Gens unter dem ADH17-Promotor wurden die
Hefekulturen in YPD bis zu einer ODg,, von 1 bei 30°C angezogen und wie

oben beschrieben weiter prozessiert.

4.3.7 Herstellung von Proteinextrakten

Eine Hefesuspension (maximale ODg, von 2) wurde bei Raumtemperatur
abzentrifugiert (3500 rpm, 2 min) und in eiskaltem Lysepuffer (PBS, 2mM
PMSF) aufgenommen. Zu der Mischung wurden bis ca. 2 mm unter den
Meniskus Glasperlen (Glass beads, acid-washed, R 425-600pym, Sigma)
zugegeben. Der Ansatz wurde daraufhin je eine Minute auf dem Vortex-
Schiittler geschuttelt und ebenso lange auf Eis abgekuhlt. Der Vorgang wurde
drei- bis viermal wiederholt, bevor die Zelldebris durch eine 10-minutige
Zentrifugation (10.000g, 4°C) entfernt wurde. Der Uberstand wurde entweder
mit Probenpuffer versetzt oder fur weitere Experimente eingesetzt. Um
grossere Mengen an Extrakt herzustellen, wurden enstprechend grossere
Volumina der Hefekultur bei Raumtemperatur abzentrifugiert (3500rpm, 5min)
und in eiskaltem Lysepuffer aufgenommen. Der AufschluB3 der Zellen erfolgte
in einer vorgekiihlten French® pressure cell press (Sim-Aminco). Nach

dreimaliger Anwendung wurden die Extrakte wie bereits erwahnt prozessiert.

4.3.8 Nachweis von Interaktionen im Two-Hybrid-System

Die DNA-Sequenz eines zu untersuchenden Genes wurde im Leseraster
hinter die aktivierende Domane des GAL-Transkriptionsfaktors (pGAD-Vektor)
kloniert. Die DNA-Sequenz eines anderen Proteins wurde entsprechend
hinter die DNA-bindende Domane des GAL4-Transkriptionsfaktors (pGBT9-
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Vektor) kloniert. Der Hefestamm PJ69-4a wurde mit beiden Vektoren sowie
mit den jeweiligen Leervektoren als Kontrolle transformiert. Die
transformierten Hefezellen wurden auf SC-Leu-Trp-Platten angezogen und

anschliessend auf SC-Leu-Trp-His Platten analysiert.

4.4. Molekularbiologische Techniken

4.4.1 Reinigung und Prazipitation von DNA

Zur Aufreinigung von DNA wurden DNA-haltige Losungen 1 bis 3 mal mit dem
gleichen Volumen eines Phenol/Chloroform Gemisches (Roth) extrahiert. Zur
Beseitigung von Phenol-Resten wurde abermals mit Chloroform extrahiert.
Nach Zugabe von 1/10 Volumen Na-Acetat (3M, pH 5.2) und 2,5 Volumen
Ethanol zur DNA-Lb6sung wurde der Ansatz gemischt und bei —20°C fur eine
Stunde inkubiert. Nach Zentrifugation (10.000g, 20°C) wurde der Uberstand
abgesaugt und das Sediment mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation wurde das Sediment getrocknet und in TE-Puffer

aufgenommen.

4.4.2 Konzentrationsbestimmung von DNA
Die Bestimmung der Konzentration von DNA in wassrigen Losungen erfolgte
photometrisch bei einer Wellenlange von 260nm. Eine optische Dichte von 1

entspricht dabei einer Konzentration von 50 pyg/ml fur doppelstrangige DNA.

4.4.3 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurde mittels Anionen-
austauscherchromatographie durchgefuhrt. Die unter physiologischen
Bedingungen negativ geladene DNA wurde nach alkalischer Lyse der
Bakterienzellen an einen Anionenaustauscher gebunden und nach intensivem
Waschen schliesslich eluiert. Dies erfolgte je nach Massstab mit dem Qiagen

MiniPrep Kit oder MaxiPrep Kit nach Angaben des Herstellers.
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4.4.4 Restriktionsverdau von DNA

Verdaureaktionen mit Restriktionsendonukleasen wurden unter den vom
Hersteller empfohlenen Bedingungen durchgefuhrt. Fur Reaktionen im
praparativen Massstab wurden 5 pg und fur analytische Reaktionen 1 ug der
Plasmid-DNA zum Verdau eingesetzt. Der Restriktionsansatz wurde fur 90
Minuten bei der fur das jeweilige Enzym geeigneten Temperatur inkubiert. Die
erforderlichen Pufferbedingungen wurden uber 5 fach konzentrierte Puffer des
Herstellers eingestellt. Der Reaktionsansatz wurde schliesslich einer Agarose-

Gelelektrophorese unterzogen.

4.4.5 Agarose-Gelektrophorese

Die Elektrophorese in Agarose-Gelen wurde zur praparativen Reinigung
sowie zur analytischen Trennung von DNA-Fragmenten eingesetzt. Zur
Analyse von Fragmenten von bis zu 500 bp Lange wurde eine
Agarosekonzentration von 1.8 % (w/v) in 1 x TBE-Puffer (5 x TBE: 54 g Tris,
27.5 g Borsaure, 20 ml EDTA (10 mM), pH 8.35) verwendet. Langere
Fragmente wurden mit Agarosekonzentrationen von 0.8 % (w/v) in 1 x TBE-
Puffer (5 x TBE: 54 g Tris, 27.5 g Borsaure, 20 ml EDTA (10 mM), pH 8.35)
untersucht. Zu 100 ml der geschmolzenen Agaroseldsung wurden vor Gief3en
des Gels 5 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) gegeben. Vor dem Auftragen auf
das Gel wurden die DNA-Proben mit 20 % (v/v) Probenpuffer (6 ml ddH,O,
250 pl 10 % SDS, 2.5 ml Glycerin, 500 yl EDTA (0.5 M), Orange G) versetzt.
Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 100V in 1 x
TBE-Puffer durchgefuhrt. Die Analyse der Gele erfolgte durch Bestrahlung mit
UV-Licht bei einer Anregungswellenlange von 366 nm. Als GroBenstandard
wurden BstEIl fragmentierte Lambda-DNA (New England Biolabs), Haelll
fragmentierte PX174-DNA (New England Biolabs) oder die ,1kb-Leiter”
(Gibco-BRL) verwendet.
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4.4.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die zu isolierende Bande wurde unter langwelligem UV-Licht (324 nm)
detektiert, mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein Eppendorf-
ReaktionsgefaB uberfuhrt. Anschliessed wurde die DNA mit dem QiaExll Gel
Extraction Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die
isolierte DNA wurde in einem geeigneten Volumen TE-Puffer (10 mM Tris pH
8.0, 1 mM EDTA) aufgenommen.

4.4.7 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um Religationen des Vektors bei Klonierungen zu vermeiden, wurden die 5’-
Enden der DNA dephosphoryliert. Die Reaktion erfolgte mit etwa 0,1 U der
Calf Intestine Phosphatase (NEB) pro 20 pmol DNA bei 37°C fur 30 Minuten.

4.4.8 Ligation

Bei der Ligation wurde das Insert in dreifachem molaren Uberschuf3
eingesetzt. Ligationsreaktionen fanden in einfach konzentriertem
Ligasepuffer, 0.5 mM ATP, 4 U T4-Ligase (NEB) statt und wurden bei
Raumtemperatur fur 3 Stunden oder Uber Nacht bei 16°C inkubiert. Die
Produkte wurden gegen ddH,0 mikrodialysiert. 1 uyl des Ansatzes wurden zur

Transformation elektrokompetenter E. coli XL1 Blue-Zellen verwendet.

4.4.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Standard-PCR-Reaktion wurden in einem Volumen von 100 ul mit etwa 100
ng Plasmid-DNA bzw. 0.5 yg genomischer DNA in ThermoPol-Puffer (NEB)
durchgefuhrt. Es wurden je 0.5 mM deoxy-Nukleotide, 0.5 yM der
entsprechenden Oligonukleotide (primer) und 2-5 U Vent-Polymerase
eingesetzt. Die PCR-Reaktion fand in einem ,Mastercycler‘-Gerat (Eppendorf)
statt. Standard-PCR-Reaktionen wurden 5 min bei 94 °C denaturiert,
anschlieBend wurden 25-30 Zyklen (94°C, 30s; 45-55°C, 30s; 72°C, 1min/kb
Plasmid) durchlaufen. Die Reaktionen wurden durch Agarose-

Gelelektrophorese analysiert.
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4.4.10 Diskontinuierliche PCR-Reaktion

Zur Amplifikation der Epitop-Kassetten zur chromosomalen Epitop-Markierung
wurde ein diskontinuierliches PCR-Protokoll verwendet. Nukleotide, Plasmid-
DNA und Oligonukleotide wurden wie unter 4.4.9 beschrieben
zusammengegeben. Die Reaktion wurde durch 2 pl Polymerase-Mix (2 pl
Taqg-Polymerase, 5 U/ul, 1 ul Vent-Polymerase, 2 U/ul) wahrend einer
zweiminutigen Denaturierungsphase (94°C) gestartet. Zunachst wurden 9
Zyklen bei niedrigerer Schmelztemperatur (94°C, 20s; 45-50°C, 30s; 68°C, 2-
5min), anschlieBend 20 Zyklen unter stringenteren Bedingungen (94°C, 30s;
50-60°C, 30s; 3min, 68°C) durchlaufen. Die Verlangerungszeit nahm in den
letzten 20 Zyklen pro Zyklus um 20 Sekunden zu. Die Produkte wurden in der

Agarosegel-Elektophorese analysiert.

4.4.11 Sequenzierung von DNA

Zur Sequenzierung wurde 1 pg der Plasmid-DNA mit 4 yl DYEnamic ET
terminator cycle sequencing premix (Amersham) und 10 pmol des
Oligonukleotids in einem Gesamtvolumen von 10 ul angesetzt. Es wurden 25
Zyklen (95°C, 20s; 45°C, 15s; 60°C, 1min) durchlaufen. Die Proben wurden
durch Ethanol gefallt und in Gelladepuffer aufgenommen. Die Analyse erfolgte

schliesslich in einem Abi Prism 377 DNA Sequencer (Perkin Elmer).

4.4.12 Autoradiographie
Nach Auftrennung radioaktiv markierter Proteine im SDS-PAGE wurden die
Polyacrylamidgele im Vakuum getrocknet. Das getrocknete Gel wurde zur

Exposition in einer Kassette mit einem Spezialfilm (Kodak) belichtet.

4.5. Proteinbiochemische Techniken

4.5.1 Polyacrylamid-Elektrophorese

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch

diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese in vertikalen

Kammern. In einer GelgieBkammer wurden jeweils funf Gele gegossen, die je
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nach Aufldsungsanforderung zwischen 6 und 12 % Polyacrylamid enthielten.
Zunachst wurden die Trenngele ( Ansatz fur 5 Gele (10% Polyacrylamid): 9.1
ml Protogel, 13.8 ml 1.5 M Tris/HCI pH 8.8, 275 ul 10 % SDS, 4.1 ml ddH,0,
275 pyl 10 % Ammoniumpersulfatlosung, 5.5 pl N,N,N‘,N‘-Tetramethyl-
ethylendiamin) gegossen und vorsichtig mit Isopropanol Uuberschichtet. Nach
grundlichem Spulen mit Wasser wurden die Sammelgele (Ansatz fur 5 Gele:
1.5 ml Protogel, 1.5 ml 1 M Tris/HCI pH 6.8, 120 yl 10 % SDS, 8.7 ml ddH,0,
120 pl 10 % Ammoniumpersulfatlosung, 12 pyl N,N,N‘,N‘-Tetramethyl-
ethylendiamin) gegossen und die Kamme eingesetzt. Fur einige
Anwendungen war eine Auftrennung in Gradientengelen erforderlich. Dazu
wurden gekaufte Gradientengele und die enstprechenden Puffer (Invitrogen)
benutzt. Die Proteinproben wurden mit einem 5 fachen Protein-Probepuffer
(2% SDS, 100 mM DTT, 60 mM Tris pH 6.8, 1% Bromphenolblau, 20%
Glycerin) versetzt und bei 95°C fur 5 Minuten erhitzt und auf das Gel
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in einer Vertikal-Elektropho-
resekammer (Hoefer) mittels eines Elektrophorese-Puffers (50 mM Tris pH
8.0, 384 mM Glycin, 0,1% SDS) bei 25mA durchgefuhrt.

4.5.2 Nachweis von Proteinen im Immunoblot

Die zu analysierenden Proteinproben wurden durch denaturierende
Gelelektrophorese aufgetrennt und im Tank in einfach konzentriertem
Transferpuffer (50 mM Tris, 384 mM Glycin, 0.01 % SDS, 20 % Methanol) auf
PVDF-Membranen (Millipore) transferiert. Der Transfer fand bei einer
konstanten Spannung von 70 V fur 120 bis 180 Minuten im Kuhlraum statt.
Die Membran wurde zunéachst fur 30 Minuten in 5% Magermilchpulver in
TBST (137 mM NaCl, 25 mM Tris pH 8.0, 2.6 mM KCI, 0,1% Tween 20)
inkubiert. Die Bindung des ersten Antikorpers erfolgte in einer frischen TBST-
Milch Losung uber Nacht bei 4°C. Nach Waschen der Membran in TBST
wurde in TBST-Milch Losung mit dem zweiten Antikorper fur 45 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde erneut gewaschen, mit ECL-
Losung (Amersham) inkubiert und mit einem ECL-Hyperfilm (Amersham) in

einer Kassette exponiert.
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4.5.3 Bestimmung der Protein-Konzentration
Proteinkonzentrationsbestimmungen wurden mit dem BioRad Proteinassay
(Biorad) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Als Standard wurde eine

wassrige BSA-Losung bekannter Konzentration verwendet.

4.5.4 Coomassie-Farbung von Proteingelen

Zur Visualisierung von Proteinbanden wurden Polyacrylamidgele fur eine
Stunde in einer Coomassie-Losung (Coomassie R-250 in 10% Essigsaure,
20% Methanol) gefarbt. Anschliessend wurde mit einer Entfarbe-Losung (10%
Essigsaure, 20% Methanol) gewaschen bis der Hintergrund des Geles klar

wurde.

4.5.5 Uberexpression und Aufreinigung rekombinanter Proteine

Fur die Reinigung von Proteinen aus Bakterien wurde grundsatzlich der
Stamm BL21 (DE3) pRIL verwendet. Ubernacht-Kulturen wurden auf eine
ODg¢y, von 0.05 verdunnt. Bei einer ODg,, von 0.6 wurde 0.1-1 mM IPTG
zugegeben und die Bakteriensuspension weitere vier Stunden bei 30°C
geschuttelt. In den meisten Fallen fand die Expression der Bakterien jedoch
nach IPTG-Zugabe uber Nacht bei Raumtemperatur statt. Die Bakterien
wurden durch Zentrifugation (4000 rpm, 4°C, 10 min) sedimentiert und
wurden in eiskaltem PBS-Puffer mit einfach konzentriertem Protease-
Inhibitor-Mix (Roche), 2mM PMSF (Roche) und 0.2 mg/ml Lysozym
resuspendiert und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Lyse der Bakterien
erfolgte durch Ultraschall im Bandelin Sonoplus HD2200. Die Zelldebris
wurde durch Zentrifugation (15.000 rpm, 4°C, 30 min) entfernt und der
Uberstand mit der entsprechenden Affinitatsmatrix (Glutathion-Sepharose bei
GST-Fusionsproteinen, Ni-NTA-Agarose bei Hiss-markierten Proteinen, 1gG-
Sepharose bei ProteinA-Fusionsproteinen und p-Aminobezyl 1-Thio-B-D-
Galactoopyraniside-Agarose bei BGal-Fusionsproteinen) 2 Stunden bei 4 °C
inkubiert. Dabei richtete sich die Menge der eingesetzten Matrix nach dem
Expressionsniveau des jeweiligen Proteins. Die Lésung wurde in eine Saule

(10 ml) gegossen und entweder mit wenigstens 50 Saulenvolumina PBS (0.1
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% Triton X-100) oder nach Angaben des Herstellers gewaschen. Die Proteine
wurden anschlieBend von der Saule eluiert (10 mM Tris/HCI pH7.5, 10 mM
Glutathion bei GST-Fusionsproteinen; 10 mM Tris/HCI, 200 mM Imidazol bei
Hisg-markierten Proteinen und 100 mM Glycin/HCI pH 3.0 bei ProteinA-
Fusionsproteinen und 0.1% Natriumborat pH 10.0 bei BGal-
Fusionsproteinen), mit Glycerin (10% Endkonzentration) versetzt, in flussigem

Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.

4.5.6 Native Reinigung von Proteinen aus Insektenzellen

Sf9-Zellen wurden bei 27°C in Sf-900 1| SFM Medium mit 10 % FCS (Sigma)
kultiviert. Adharent wachsende Zellen wurden bei etwa 90 % Konfluenz durch
Auf- und Abziehen in der Pipette von der Kulturflasche abgeldst und in
frisches Medium in einem Verhaltnis von 1:3 verdunnt. Die Zellen wurden
nach dem Verdunnen mit dem entsprechenden Virus infiziert, der zuvor aus
einer Transfektion mit dem Expressionsplasmid (vergl. 4.1.10) und
anschliessender Ampifizierung gewonnen wurde. Nach einer Inkubation fur
vier Tage bei 27 °C wurden die SF9-Zellen von der Kulturflasche gelost,
vorsichtig (1000 rpm, 20°C, 5 min) sedimentiert und einmal mit sterilem PBS-
Puffer gewaschen. Das Zellpellet wurde in Lysepuffer (10 mM Tris/HCI pH
7.5, 150 mM NaCl, 10 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 x Complete Protease Inhibitor
Mix) resuspendiert und im Wheaton Gewebedisruptor lysiert. Zellbruchstucke
wurde durch Zentrifugation abgetrennt, der Uberstand durch eine weitere
Zentrifugation (14.000 rpm, 4°C, 15 min) geklart und nach Zugabe von

Glycerin (10% Endkonzentration) in flussigem Stickstoff schockgefroren.

4.5.7 Dialyse von Proteinen

Nach der Aufreinigung wurden Proteine gegen bestimmte Puffer, meist
Assay-Puffer, dialysiert. Fur grosse Proteinmengen wurden Dialyseschlauche
(Spectrum Laboratories Inc.) benutzt. Nach Einfullen der Proteinldsung wurde
der Dialyseschlauch mit Klammern verschlossen und in 4 bis 5 Litern der
gewunschten vorgekuhlten Pufferlosung uber Nacht im Kuhlraum unter

Ruhren inkubiert. Kleinere Proteinmengen wurden in Vivaspin-Konzen-
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tratoren (Vivascience) in einer Zentrifuge (3000rpm, 4°C, 30 min) gegen den

gewunschten Puffer dialysiert.

4.5.8 Gelfiltration

Zur weiteren Aufreinigung wurden die Proteine einer Gelfiltration mit dem Akta
Explorer (Amersham) unterzogen. Konzentrierte Proteinlosungen wurden
injiziert und, je nach Molekulargeweicht des Proteins oder Proteinkomplexes,
mit einer Superose 6 oder Superose 12 Saule (Amersham) fraktioniert. Der
fur die Gelfiltration verwendete Puffer richtete sich dabei nach der weiteren
Verwendung des Proteins. Die aufgefangenen Fraktionen wurden mittels
Polyacrylamid—Elektrophorese oder anhand der UV-Absorption analysiert und

die aufgereinigten Fraktionen schliesslich vereinigt.

4.5.9 Herstellung des UFD1/NPL4 Komplexes

Zur Herstellung des ®*STUFD1/"'SNPL4 Komplexes wurden die beiden Proteine
in BL21 (DE3) pRIL Zellen koexprimiert. Die Bakterien wurden bei einer
optischen Dichte von 0.2 bis 0.3 Uber Nacht mit 1 mM IPTG bei
Raumtemperatur induziert. Die Aufreinigung erfolgte wie bereits beschrieben
(4.5.5), wobei zunachst eine Affinitatschromatographie mit Ni-NTA-Agarose
und anschliessend mit Glutathion-Sepharose durchgefuhrt wurde. Auf diese
Weise wurden ausschliesslich heterodimere Proteinkomplexe aufgereinigt.
Fur einige Anwendungen wurde der GST-Teil des UFD1-Fusionsproteins

durch Thrombin abgeschnitten.

4.5.10 Abspaltung von GST durch Thrombin

Die Abtrennung des GST-Teiles eines Fusionsproteins wurde durch eine
Inkubation mit Thrombin (Novagen) nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Nach erfolgter Reaktion wurde das Thrombin durch PMSF
inhibiert, der GST-Teil und verbleibendes ungeschnittenes Material an
Gluthation-Sepharose gebunden. Fur einige Anwendungen wurde eine

Gelfiltration zur weiteren Aufreinigung des Proteinkomplexes durchgefuhrt.
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4.5.11 Herstellung des CDC48""*"N*“ Komplexes

Der CDC48""P"NPL4 Komplex wurde durch Inkubation von rekombinantem
CDC48 und UFD1/NPL4 Proteinkomplex hergestellt. Dazu wurden CDC48
und der heterodimere Komplex bei 4°C fur eine Stunde inkubiert. Der Ansatz
wurde schliesslich durch eine Gelfiltration mit einer Superose 6 Saule

aufgereinigt und die entsprechenden Fraktionen vereinigt.

4.5.12 GST-Pulldown Experimente

Fur Bindungsstudien wurden GST-Fusionsproteine in aquimolaren Mengen
fur 60 Minuten bei 4°C in PBS (0.1% Triton X-100) mittels eines Drehrades an
Gluthathion-Sepharose gebunden. Nach erfolgter Bindung wurden der Ansatz
zentrifugiert (1000rpm, 4°C, 2 min) und der Uberstand abgenommen. Nach
einmaligem Waschen (500 ul) mit dem Bindepuffer wurde erneut zentrifugiert
und der Uberstand abgezogen. Der Ansatz wurde nun mit rekombinanten
Proteinen, Zellextrakten oder ubiquitylierten Proteinen im gleichen Puffer fur
eine Stunde bei 4°C inkubiert. Nach intensivem Waschen mit dem Bindepuffer
wurde die sedimentierte Sepharose-Matrix in SDS-Probepuffer erhitzt und
schliesslich der Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterzogen. Die Analyse

des Experimentes erfolgte durch Immunoblotting oder Coomassie Farbung.

4.5.13 In vitro Ubiquitylierung

Als Substrate der in vitro-Ubiquitylierungsreaktionen wurden GST, GST-U-
BOX, Ubi-ProBGal oder Ubi-lacl-ProteinA eingesetzt. Das Substrat wurde mit
E1, E2 und E3 aus Insektenzellysat, und aufgereinigtem E4 ("UFD2), in
Gegenwart von 10 mM ATP, einem ATP regenerierenden System, 0.2 mg/ml
Ubiquitin (Affiniti) in einfach konzentriertem Ubiquitylierungs-Puffer (25 mM
Tris/HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl,) versetzt und fur 60 bis 90
Minuten bei 30 °C inkubiert. Die Reaktionen wurden durch Kochen in 1x SDS-
Probepuffer abgestoppt und nach Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf
Membranen geblottet. Die Analyse wurde entsprechend durch anti-GST-, anti-
BGal- bzw. anti-ProteinA-Antikorper durchgefuhrt. Fur die in vitro-

Ubiquitylierung des cyclin-B N terminalen Fragments wurde Hefe E1 (Boston
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Biochem Inc.), das in E. coli Uberexprimierte und aufgereinigte E2-Enzym
UbcX und APC/C, welcher aus ,highA90“ Extrakt (Stemmann et al., 2001)
durch Immunoprazipitation mit anti-CDC27 Antikdrper (Sigma-Aldrich)
erhalten wurde, benutzt Die Ubiquitylierungsreaktion wurde wie beschrieben
durchgefuhrt (Kramer et al., 1998).

4.5.14 In vitro Ubiquitylierung in Gegenwart von CDC48

Die in-vitro Ubiquitylierung wurde auch in Gegenwart des CDC48"™°"Nt4
Komplexes durchgefuhrt. Dazu wurden sowohl CDC48, UFD1/NPL4 als auch
BSA gegen den Ubiquitylierungspuffer dialysiert. Die Reaktionsansatze
gemaB 4.5.13 wurden mit den jeweils angegebenen molaren Mengen der
Proteine versetzt und mit Ubiquitylierungspuffer auf gleiche Volumina
aufgefullt. Die Reaktion erfolgte fur 60 bis 90 Minuten bei 30°C wie
beschrieben. Die Analyse erfolgte durch Polyacrylamid-Gelektrophorese und

Immunoblotting.

4.5.15 Immunprazipitation

Zur Durchfuhrung von Immunprazipitationen wurden Hefestamme in einem
Volumen von 100ml bei 30°C inkubiert. Thermosensitive Stamme wurden im
Anschluss daran fur 3 Stunden bei der restriktiven Temperatur geschuttelt.
Nach Zentrifugation der Hefezellen (3500 rpm, 20°C) wurden diese in einen
geeigneten Puffer Uberfuhrt und nach Zugabe von Glasperlen durch starkes
Schitteln auf dem Vortex-Schiuittler lysiert. Die Zellbruchstucke wurden durch
Zentrifugation (700g, 4°C) abgetrennt. Das Lysat wurde teilweise durch
zusatzliche Zentrifugationsschritte (20.000g, 4°C) geklart. Zu den gewon-
nenen Uberstanden wurden etwa 2ug Antikorper zugegeben und die Losung
fur 120 Minuten auf einem Drehrad bei 4°C inkubiert. Anschliessend wurden
die Antikbrper/Antigen-Komplexe nach Zugabe von ProteinG-Agarose gefallt.
Die Reaktionen wurden in einem geeigneten Puffer gewaschen und in SDS-
Probepuffer aufgenommen. Die Analyse erfolgte nach SDS-PAGE im

Immunoblot.
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4.6. Zellbiologische Techniken

4.6.1 Stabile Transformation von HelLa Zellen

HelLa Zellen wurden in DMEM-Medium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
kultiviert, welches mit 10% Fbtalem Kalber Serum supplementiert war. Die
Transformation der Zellen mit den jeweiligen Plasmide erfolgte durch
Effectene (Qiagen). Zur Herstellung stabil p97 exprimierender Zellen wurde
das Konstrukt pCMV2B-p97 zur Transformation eingesetzt und dem Medium
G418 zur Selektion beigefugt. Die heranwachsenden Kolonien wurden
vereinzelt und im Selektionsmedium weiter kultiviert. Die erhaltenen Zelllinien
wurden anschliessend mittels Immunoblotting auf eine Integration des Genes

Uberpruft.

4.6.2 Immunofluoreszenz Mikroskopie

Transformierte HelLa Zellen wurden auf Deckglasern kultiviert. Nach Waschen
der Zellen mit PBS wurden diese fur 10 Minuten mit Methanol fixiert.
Anschliessend wurden die Zellen durch eine Losung aus PBS (0.5% Triton X-
100) fur 15 Minuten permeabilisiert und erneut mit PBS gewaschen. Die
Zellen auf dem Deckglas wurden nun in eine Loésung aus PBS (0.05% Triton
X-100) uberfuhrt und fur 5 Minuten in einer DAPI Losung (2.5ug/ml DAPI in
50% Gilycerin) inkubiert. Nach Waschen in PBS (0.05% Triton X-100) wurde
der primare Antikdorper zugegeben. Die Zellen wurden in einer feuchten
Kammer fur eine Stunde inkubiert und anschliessend dreimal mit PBS
gewaschen. Nach Uberfuhrung in PBS (0.05% Triton X-100) wurde der mit
Farbstoff markierte sekundare Antikorper zugegeben und fur 45 Minuten im
Dunkeln inkubiert. Nach intensivem Waschen mit PBS wurden die Deckglaser
mit einer Mowiol Lbsung (Calbiochem) benetzt und im

Dekonvulotionskikroskop untersucht.
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Input

IP

IPTG

Kan

KDa
LB-Medium
M

min
N-terminal
N-Terminus
ODgqo

aminoacid (Aminosaure)
Ampicilin
Adenosintriphosphat
B-Galaktosidase
Rinderserumalbumin

Curie

carboxyterminal
Carboxy-Terminus
4°6’-Diamino-2-phenylindol
Deoxyadenosintriphosphat
Desoxyribonukleinsaure
Deoxynukleotid

Dithiothreitol
Ubiquitin-Aktivierungsenzym
Ubiquitin-Konjugationsenzym
Ubiquitin-Ligase
Multiubiquitylierungsfaktor
Ethylendiamintetraessigsaure
endoplasmatisches Retikulum
eingesetzte Proteinmenge
Immunprazipitation
Isopropyl-1-thio-p-D-Galaktopyranosid
Kanamycin

Kilodalton
Luria-Bertani-Medium

Molar

Minute

aminoterminal
Amino-Terminus

optische Dichte bei 600nm
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PAGE
PBS
PCR
PEG
PMSF
RING
rpm

RT

S

S

SDS
TEMED
TCA
Tet

Tris

u

UBC
UFD
Ubi
Ubi-ProtA
Ubi-PropGal
uv

Vv

WT
YNB
YPD

Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphatgepufferte Salzlosung
Polymerasekettenreaktion
Polyethylenglykol
Phenylmethylsulfonylfluorid

really interesting new gene
Umdrehung pro Minute
Raumtemperatur

Sekunde

Svedberg (Sedimentationskoeffizient)
Natriumdodecylsulfat
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
Trichloressigsaure

Tetracyclin
Tris(hydroxymethyl)aminoemthan
Unit

Ubiquitin-Konjugationsenzym
ubiquitin fusion degradation
Ubiquitin

Ubiquitin-lacl-ProteinA
Ubiquitin-Prolin-lacl-p-Galaktosidase
Ultraviolettes Licht

Volt

Wildtyp

yeast nitrogen base

Kulturmedium fur S. cerevisiae
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