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Zusammenfassung

Das Ubiquitin-Proteasomsystem  vermittelt den Grossteil des
intrazellularen Proteinabbaus in Eukaryonten. Dabei werden proteolytische
Substrate erst kovalent mit Ubiquitin verknupft, und die so verknupften
Proteine werden dann vom Proteasom erkannt und abgebaut. Chaperone
sind ein wichtiger Bestandteil des Ubiquitin-Proteasomsystems. In der
Backerhefe Saccharomyces cerevisiae spielt die konservierte AAA-ATPase
Cdc48, die uber Adaptorproteine an ubiquitinierte Proteine binden kann, eine
essentielle Rolle im Ubiquitinsystem. Es vermittelt u. a. den Abbau von
artifiziellen Ubiquitin-Fusionsproteinen und die Aktivierung und den Abbau des
Transkriptionsfaktors Spt23, einem Regulator des OLE7-Gens. Die Funktion
von Cdc48 wird von vielen Bindepartnern reguliert. Dazu gehdren Ufd2, ein
Protein, das Cdc48-Substrate ubiquitinieren kann, und Ufd3, einem Protein
unbekannter Funktion. ufd3-Mutanten weisen manche Ahnlichkeiten zu
Mutanten von Deubiquitinierungsenzymen auf.

In dieser Arbeit sollten diese beiden Cdc48-Bindefaktoren weiter
funktionell charakterisiert werden. Dabei stellte sich heraus, dass Ufd2 und
Ufd3 Uber dieselbe Bindestelle an Cdc48 binden und distinkte Komplexe mit
ihm ausbilden. Bindung von Ufd2 an Cdc48 flihrt zur Degradation von Cdc48-
Substraten. Dazu interagiert Ufd2 mit den proteasomalen Substratrezeptoren
Rad23 und Dsk2. Diese Interaktion scheinen der effizienten Weiterleitung der
von Ufd2 multiubiquitinierten Cdc48-Substrate zum Proteasom zu dienen.

In ufd3-Mutanten scheint Ufd2 hyperaktiv zu sein, und Ufd3-Bindung an
Cdc48 verhindert den Abbau von Cdc48-Substraten. Also ist Ufd3 ein Ufd2-
Antagonist. Diese Funktion beinhaltet zum einen die Kompetition mit Ufd2,
zum anderen interagiert Ufd3 auch mit dem Deubiquitinierungsenzym Otu1,
einem neu identifizierten Cdc48-Interaktor. Ufd3 und Otu1 koénnen also
zusammen Cdc48-Substrate vor dem Abbau schitzen.

Die Stabilitat von Cdc48-Substraten wird also wesentlich vom
Gleichgewicht zwischen den verschiedenen Aktivitaten von Ufd2, Ufd3 und
Otu1 bestimmt.






Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ubersicht iiber das Ubiquitin-Proteasom-System

Alle bekannten Organismen besitzen Systeme zum Abbau von
Proteinen. Diese Systeme dienen sowohl der Zell-Homoostase und dem
Umsatz alter und nicht funktioneller Spezies als auch der Regulation der
Aktivitat vieler Proteine. In Eukaryonten werden intrazellulare Proteine
grofldtenteils vom Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut. Dabei werden
zunachst enzymatisch mehrere Molekule des 76 Aminosauren langen
Proteins Ubiquitin in Form einer Kette kovalent mit Substratproteinen
verknlUpft (,konjugiert’), und die derart markierten Proteine dann vom
Proteasom, der abundantesten intrazellularen Protease, erkannt und verdaut.
Das Ubiquitin-Proteasom-System ist demnach in eine Substraterkennungs-
und eine proteolytische Komponente unterteilt (Abbildung 1).

Die Konjugation von Substratproteinen wird durch eine Reihe von
Enzymen katalysiert, die Ubiquitin erst aktivieren, um es dann aufs Substrat
zu ubertragen. Die effiziente Substraterkennung durch das Proteasom wird
durch Transport- und Erkennungsfaktoren sichergestellt. Ausserdem sind
haufig Chaperone flir den Abbau solcher Substratproteine notwendig, die aus
Proteinkomplexen oder Membranen herausgeldst werden mussen.

Es sind auch Proteolyse-unabhangige Funktionen der Ubiquitin-
konjugation beschrieben worden. So ist Ubiquitin ein Signal zur Endozytose

von Membranproteinen und in der Reparatur von DNA-Schaden.

KONJUGATION DEGRADATION
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Abbildung 1: Das Ubiquitin-Proteasom-System. Ketten aus Ubiquitin (rot) werden an ein
Substrat (schwarz) angeheftet, dieses wird dann im Proteasom zu Peptiden abgebaut.
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1.2 Mechanismus der Ubiquitinmodifikation
1.2.1 Konjugation durch eine Thioesterkaskade

Ubiquitin wird mit seinen Substraten Uber eine Isopeptidbindung
zwischen seinem Carboxyterminus und (meist) der e-Aminogruppe eines
internen Lysinrestes des Substratproteins verknlpft. Da eine solche Bindung
sehr energiereich ist, muss Ubiquitin durch ATP-Hydrolyse fur die Konjugation
aktiviert werden. Dies und der Transfer auf das Substrat geschieht in einer
Enzymkaskade (Pickart, 2001). Im ersten Schritt, der durch das sogenannte
Ubiquitinaktivierungsenzym E1 katalysiert wird, bildet Ubiquitin tGber seinen C-
Terminus eine Phosphoesterbindung mit ATP unter Freisetzung von
Pyrophosphat. Das so entstandene Ubiquitin-Adenylat wird dann unter
Ausbildung einer Thioesterbindung auf einen Cysteinrest des E1 Ubertragen.
Dieser Zustand wird als ,aktiviert® bezeichnet. Im nachsten Schritt wird das
aktivierte Ubiquitin auf ein Ubiquitinkonjugationsenzym (E2) Ubertragen, mit
dem es ebenfalls eine Thioesterbindung Uber einen Cysteinrest des E2
ausbildet. Die Verknlpfung mit Substratproteinen wird anschlieRend von so
genannten Ubiquitinligasen (E3s) katalysiert. Diese reprasentieren die
Substraterkennungskomponenten des Ubiquitinsystems und vermitteln die
Spezifitat der Ubiquitinierung. In der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae
und anderen Organismen gibt es nur ein E1 (McGrath et al., 1991) und relativ
wenige E2s (elf in Hefe), die meist eine relativ breite Substratspezifitat
aufweisen und mit verschiedenen E3s kooperieren. So kooperiert das E2
Rad6/Ubc2 im Abbau des Cohesins Scc1 im N-end-rule-Abbauweg mit dem
E3 Ubr1 (Bartel et al., 1990; Dohmen et al., 1991; Jentsch et al., 1987; Rao et
al.,, 2001) in der postreplikativen DNA-Reparatur mit Rad18 durch die
Ubiquitinierung von PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) (Hoege et al.,
2002) und in der Ubiquitinierung von Histon H2B mit Bre1 (Hwang et al.,
2003; Robzyk et al., 2000; Wood et al., 2003).

Im Gegensatz zu der relativ kleinen Anzahl von E2-Enzymen gibt es sehr
viele E3s, deren genaue Anzahl im Hefegenom bisher jedoch noch nicht
bekannt ist. Die hohe Anzahl reflektiert die substratspezifische Rolle der E3s
und die Vielzahl der Substrate und zellularen Prozesse, die durch Ubiquitin

und/oder Proteolyse reguliert werden. Wahrend der Mechanismus der E1-
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und E2-Enzyme wahrscheinlich immer gleich ist, gibt es mindestens zwei
verschiedene Klassen von E3-Enzymen. Die erste Klasse sind die so
genannten RING-Finger-Proteine (Joazeiro and Weissman, 2000). Diese
besitzen in ihrer Aminosaure-Sequenz eine Substratbindestelle und ein Zink-
bindendes Motiv, den sogenannten RING-Finger, das an E2-Enzyme bindet.
RING-Finger-Proteine sind demnach Adaptoren zwischen einem Substrat und
einem E2, wobei Ubiquitin direkt vom E2 auf das Substrat transferiert wird. Zu
den RING-E3s gehoren die schon erwahnten Ubr1, Rad18 und Bre1 sowie
der Anaphase Promoting Complex (APC), ein E3 mit mehreren
Untereinheiten, das den Abbau wichtiger Zellzyklusregulatoren wie Zyklin B
und Securin mit Hilfe einer RING-Finger-Untereinheit vermittelt und so die
Mitose kontrolliert (Zachariae and Nasmyth, 1999). SCF-Komplexe, eine
zweite Art von Multiprotein-E3s (SKP1/Cullin/E-Box) enthalten ebenfalls
RING-Untereinheiten und vermitteln den Abbau von Zellzyklusregulatoren in
der G1- und S-Phase sowie einer Reihe von Transkriptionsfaktoren (Petroski
and Deshaies, 2005). Die zweite Klasse von E3s sind die HECT-E3s
(Homologous to E6AP C-Terminus). Diese E3s Ubernehmen Ubiquitin von
den entsprechenden E2-Enzymen und bilden Uber ein konserviertes Cystein

im C-Terminus selbst eine Thioesterbindung mit ihm aus (Scheffner et al.,

L 4 *ATP
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Abbildung 2: Das Ubiquitinkonjugationssystem. Gezeigt sind die verschiedenen
Schritte der Konjugationskaskade.
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1995). HECT-E3s ubertragen demnach Ubiquitin direkt auf Substratproteine.
Beispiele sind Rsp5 aus S. cerevisiae, das unter anderem eine Rolle in der
Endozytose spielt (Hicke and Dunn, 2003), sowie das humane E6-assoziierte
Protein (E6AP), das von bestimmten Viren rekrutiert werden kann, um den
Tumorsuppressor p53 abzubauen (Scheffner et al., 1993). U-Box-Proteine
konnten maglicherweise eine dritte Klasse von E3s darstellen. Sie sind
strukturell und mechanistisch den RING-Finger-Proteinen verwandt, jedoch
scheinen sie oligoubiquitinierte Substrate zu bevorzugen oder bevorzugt in
Kooperation mit anderen E3s zu wirken. Deshalb wurde fir sie auch der
Terminus E4 gepragt (Koegl et al., 1999). Der Prototyp fur diese Klasse ist
Ufd2 aus S. cerevisiae.

Fir die gemeinsame Aufgabe aller E3-Enzyme, die Substraterkennung,
gibt es kein einheitliches Prinzip. Im Zellzyklus involvierte E3s (wie die schon
erwahnten APC und SCF) erkennen ihre Substrate oft erst nach deren
Phosphorylierung durch Zyklin-abhangige Kinasen (Cdks), und enthalten
Untereinheiten, die Uber sogenannte WD40-Domanen mit phosphorylierten
Proteinen interagieren kdnnen (Skowyra et al., 1997; Zachariae and Nasmyth,
1999). Das E3 Rsp5 aus S. cerevisae enthalt mehrere sogenannte WW-
Domanen, die phosphorylierte oder Prolin-reiche Sequenzen erkennen
kénnen (Sudol and Hunter, 2000). Ubr1 erkennt bestimmte N-terminale

Aminosaurereste (Bartel et al., 1990).

1.2.2 Ubiquitinketten

Ubiquitinsubstrate werden meistens nicht nur mit einem Ubiquitinrest,
sondern mit einer Ubiquitinkette modifiziert, in der mehrere Ubiquitinreste Uber
Isopeptidbindungen zwischen dem Ubiquitin-C-Terminus und internen
Lysinresten des vorherigen Ubiquitins verknupft sind (Chau et al., 1989;
Hershko et al., 1980; Pickart, 2001). Prinzipiell kbnnen alle sieben Lysinreste
des Ubiquitins zur Kettenbildung verwendet werden, spezifische Funktionen
sind aber erst flr zwei Typen von Ubiquitinketten beschrieben worden. Dabei
haben Ketten mit unterschiedlicher VerknlUpfungsweise unterschiedliche
Funktionen. Uber Lysin (Lys-) 48 verknlpfte Ubiquitinketten dienen als
Abbausignal fur das Proteasom (Chau et al., 1989). Dies ist offensichtlich die

wichtigste Funktion des Ubiquitins, denn nur die Mutation von Lys-48 in



Einleitung

Ubiquitin fuhrt zum Verlust der Lebensfahigkeit in S. cerevisiae (Spence et al.,
1995). Lys-48-verknupfte Ubiquitinketten werden erst ab einer gewissen
Lange vom Proteasom als Substrat erkannt (Thrower et al., 2000). Substrate
mit kUrzeren Ketten scheinen vom Abbau verschont zu bleiben (Flick et al.,
2004; Kaiser et al., 2000). Solche kurzeren Ubiquitinketten kdnnten also auch
andere Funktionen haben. Ausserdem ist fur einige Transkriptionsfaktoren
gezeigt worden, dass ihre Modifikation mit Ubiquitin zwar zu ihrem Abbau
fuhrt, sie aber auch gleichzeitig aktiviert (Salghetti et al., 2001; Salghetti et al.,
2000). Die zugrunde liegenden Mechanismen sind jedoch noch nicht bekannt.

Uber Lys-63 verknlpfte Ubiquitinketten sind ebenfalls beschrieben
worden (Hofmann and Pickart, 1999). Diese dienen verschiedenen
nichtproteolytischen Zwecken. So wird das Replikationsprotein PCNA nach
Beschadigung der DNA mit Lys-63-verknupften Ketten modifiziert (Hoege et
al., 2002), und Mutation dieses Aminosaurerestes fuhrt in S. cerevisiae zu
einer erhdhten Sensibilitdt gegentber DNA-schadigenden Agentien (Spence
et al, 1995). Moglicherweise  spielt  die  Modifikation  von
Plasmamembranproteinen mit Lys-63-verknlUpften Ubiquitinketten eine Rolle
in deren Endozytose (Galan and Haguenauer-Tsapis, 1997), und es gibt
Hinweise auf eine Rolle von Lys-63 in der Translationskontrolle (Spence et al.,
2000). Fur artifizielle Ubiquitin-Fusionsproteine (UFD-Substrate, s. u.) ist
ebenfalls eine Verknupfung uber Lys-29 des Ubiquitins beschrieben worden,
meist in Ubiquitinketten, die ebenfalls Lysin-48-Verbindungen enthielten
(Johnson et al., 1995; Koegl et al.,, 1999). Bisher sind aber noch keine
endogenen Substrate  fir  diese Verknupfungsweise bekannt.
Monoubiquitinierung scheint eine modulatorische Funktion zu haben. So sind
Histone oft monoubiquitiniert, in S. cerevisiae hat die Monoubiquitinierung des
Histons H2B zum Beispiel eine Funktion im silencing von Genen (Robzyk et
al., 2000; Sun and Allis, 2002). Monoubiquitinierung scheint auch das minimal

bendtigte Signal zur Endozytose zu sein (Hicke and Riezman, 1996).

1.2.3 Dekonjugation durch Deubiquitinierungsenzyme
Die Modifikation mit Ubiquitin ist reversibel und dadurch regulierbar,
denn die energiereiche Isopeptidbindung kann hydrolytisch gespalten werden

(Abbildung 3). Diese Reaktion wird durch spezifielle Isopeptidasen, so
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genannte Deubiquitinierungsenzyme (DUBSs), katalysiert, deren Mechanismus
dem von Cysteinproteasen ahnelt (Amerik and Hochstrasser, 2004). Die
einzige bisher bekannte Ausnahme ist die proteasomale Untereinheit Rpn11,
die wahrend des Abbaus Ubiquitin von Substraten entfernt. Dieses Enzym
ahnelt Metalloproteasen und bendtigt Zink-lonen fur seine Aktivitat (Verma et
al., 2002; Yao and Cohen, 2002). In S. cerevisiae ist RPN11 essentiell, was
die Bedeutung der Ubiquitindekonjugation flr den proteasomalen Abbau
unterstreicht - die substratgebundene Ubiquitinkette konnte sonst den Abbau
sterisch behindern, falls sie mit abgebaut wirde, wirde den Zellen permanent
Ubiquitin  entzogen werden. Die mindestens sechzehn anderen
Deubiquitinierungsenzyme in S. cerevisiae sind nicht lebensnotwendig, was
die Analyse ihrer Funktionen bisher erschwert hat. Dennoch sind fur einige
Vertreter schon  Funktionen bekannt. So  deubiquitiniert Doa4
Plasmamembranproteine nach der Endozytose, bevor sie in der Vakuole
verdaut werden (Amerik et al., 2000; Katzmann et al., 2001). Ubp3 scheint
Substrate vor dem proteasomalen Abbau zu schitzen (Brew and Huffaker,
2002; Cohen et al., 2003; Moazed and Johnson, 1996), und Ubp8 und Ubp10
deubiquitinieren Histon H2B und spielen so eine Rolle in der Genregulation
(Daniel et al., 2004; Emre et al., 2005). In Saugerzellen scheint das
Tumorsuppressorprotein p53 von HAUSP stabilisiert zu werden (Li et al.,
2002).

.

Abbildung 3: Regulation des Abbaus durch Deubiquitinierungsenzyme. E1-E3:
Ubiquitin-Konjugationskaskade, DUB: Deubiquitinierungsenzym, 26S: Proteasom.
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Die Cystein-abhangigen Deubiquitinierungsenzyme kdnnen anhand ihrer
Sequenz in verschiedene Klassen eingeteilt werden (Amerik and
Hochstrasser, 2004). Die am besten charakterisierten sind die Ubiquitin-C-
terminalen Hydrolasen (UCHs) und die Ubiquitin-spezifischen Proteasen
(USPs), zu denen die oben genannten Beispiele gehodren. Kurzlich konnte
gezeigt werden, dass auch Proteine mit der sogenannten Ovarian Tumour
(OTU)-Domane Deubiquitinierungsenzyme sind (Borodovsky et al., 2002;
Evans et al., 2003). Das OTU-Protein A20 aus Saugern scheint ein negativer
Regulator der NF-kB-Aktivierung zu sein. Es entfernt eine — aktivierende —
Ubiquitinierung vom positiven Regulator Receptor Interacting Protein (RIP)
(Wertz et al., 2004). Ataxin-3, ein Protein, das an der Pathogenese der
neurodegenerativen Polyglutaminexpansions-Krankheit ~ Spinocerebellar
ataxia type 3 beteiligt ist, scheint ebenfalls ein Deubiquitinierungsenzym zu
sein, und die Aktivitat ist in seiner neuartigen Josephin-Domane enthalten, die
bisher fur kein anderes Protein beschrieben wurde (Amerik and Hochstrasser,
2004; Burnett et al., 2003). Es sind jedoch noch keine Substrate flr Ataxin-3

vermittelte Deubiquitinierung bekannt.

1.3 Proteinabbau durch das Proteasom
1.3.1 Das 26S Proteasom

Multiubiquitinierte Proteine werden vom Proteasom als Substrate erkannt
und abgebaut (Baumeister et al., 1998; Bochtler et al., 1999; Driscoll and
Goldberg, 1990; Heinemeyer et al., 1991; Seufert and Jentsch, 1992). Das
Proteasom ist ein Multiproteinkomplex mit Proteaseaktivitat und einem
Molekulargewicht von etwa zwei MegaDalton. Nach seinem Sedimentations-
koeffizient wird das Holoenzym auch 26S Proteasom genannt. Das
Proteasom besteht aus zwei Subkomplexen (Abbildung 4). Der proteolytisch
aktive Teil ist das so genannte 20S Proteasom. Es besteht aus a- und -
Untereinheiten und hat die Form einer Tonne, die aus Vvier
Ubereinanderliegenden Ringen (appa) besteht. Die Ringe bestehen aus je
sieben Proteinen, und die aktiven Zentren (zweimal drei in Eukaryonten)

befinden sich in den B-Ringen auf der Innenseite der Tonne. Das Proteasom
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ist eine Threonin-Protease, bei der die Hydroxylgruppe des N-terminalen
Threonins der aktiven Untereinheiten die Peptidbindung nukleophil angreift.
Die zweite Untereinheit des Proteasoms ist das so genannte
regulatorische Partikel (RP) oder 19S cap, das an beiden aul3eren Enden des
20S-Partikels bindet (Glickman et al., 1998). Es besteht aus Uber zwanzig
verschiedenen Proteinen und vermittelt die Erkennung von ubiquitinierten
Substraten und ihre Deubiquitinierung vor dem Abbau (durch Rpn11 (s. 0.)
und das nicht essentielle Ubp6). Sechs RP-Untereinheiten sind so genannte
AAA-ATPasen (ATPases Associated with various Activities), die Chaperon-
Aktivitat besitzen (Braun et al., 1999; Rubin et al., 1998). Sie entfalten

proteolytische Substrate, um sie dann in den 20S-Komplex einzuschleusen.

7

Abbildung 4: Das Proteasom. Dargestellt sind die regulatorischen 19S-Kappen oberhalb
und unterhalb des katalytischen 20S Partikels, der aus je zwei a- und B-Ringen besteht.
Ein Substratprotein mit einer Ubiquitinkette ist ebenfalls dargestellt.

1.3.2 Der Transport zum Proteasom: Rpn10, Rad23 und Cdc48
Der Proteinbestand einer Zelle muss regelmafig umgesetzt und erneuert
werden, und manche regulatorischen Proteine missen — je nach Situation —

sehr schnell durch Proteolyse inaktiviert werden. Zudem muissen manche

10
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Substrate des Ubiquitin-Proteasom-Systems aus zellularen Membranen oder
aus Multiproteinkomplexen extrahiert werden, wie z. B. missgefaltete Proteine
des endoplasmatischen Retikulums (ER) oder die regulatorischen Zykline, die
Aktivatoren Zellzyklus-regulierender Kinasen. Dies erklart, warum Chaperone
und Substratrezeptoren eine wichtige Rolle im Ubiquitin-Proteasom-System
spielen. Kandidaten fur den postulierten Ubiquitinrezeptor im Proteasom sind
die Proteasomuntereinheit Rpn10 (Deveraux et al.,, 1994; Elsasser et al.,
2002; van Nocker et al., 1996), das uber ein sogenanntes Ubiquitin-
Interaktions-Motiv (UIM) mit Ubiquitinketten interagieren kann (Hofmann and
Falquet, 2001), sowie die beiden |6slichen, Proteasom-assoziierten Proteine
Rad23 und Dsk2, die jeweils uUber eine sogenannte UBiquitin-Associated
(UBA)-Domane mit ubiquitinierten Proteinen interagieren kdnnen (Elsasser et
al., 2002; Hofmann and Bucher, 1996; Schauber et al., 1998; Verma et al.,
2004; Wilkinson et al., 2001). In S. cerevisiae hangt der Abbau einer Reihe
von Substraten von diesen Faktoren ab (Medicherla et al., 2004; Rao and
Sastry, 2002; Verma et al., 2004). Allerdings sind weder Rpn10 noch Rad23
oder Dsk2 in S. cerevisiae essentiell (im Gegensatz zum Proteasom), was
suggeriert, dass sie Uberlappende oder redundante Funktionen haben
(Lambertson et al., 1999; Verma et al., 2004). Zudem ist die regulatorische
ATPase-Untereinheit Rpt5 auch als potentieller Substratrezeptor beschrieben
worden (Lam et al., 2002).

Eine weitere Chaperon-Komponente des Ubiquitinsystems ist S.
cerevisiae Cdc48 (und sein Vertebraten-Homologes p97), eine
homohexamere AAA-ATPase. Cdc48 ist essentiell und hat eine dem
Proteasom vorgeschaltete Rolle in vielen wichtigen Abbauwegen.
Wahrscheinlich am besten verstanden ist seine Rolle im Abbau von
missgefalteten Proteinen des endoplasmatischen Retikulums im sogenannten
ERAD-Weg (ER-Associated Degradation). Proteine, die der Faltungskontrolle
des ER nicht standhalten, werden Uber die ER-Membran zurtck ins Zytosol
uberfuhrt und dort vom Proteasom abgebaut (Hirsch et al., 2004). Die Rolle
von Cdc48 scheint dabei zu sein, Substratproteine aus der ER-Membran zu
extrahieren (Braun et al., 2002; Jarosch et al., 2002; Ye et al., 2001). Die
Funktion von Cdc48 wird durch eine Reihe von Cdc48-Bindeproteinen

reguliert (Tabelle 1). Im ERAD-Weg und anderen proteolytischen Wegen
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interagiert Cdc48 mit einem Adaptorkomplex, Ufd1/Npl4, der bei der
Erkennung von ubiquitinierten Substraten hilft (Meyer et al., 2000; Meyer et
al., 2002; Rape et al., 2001). Anschlieend werden die Substrate Uber Rad23
oder Dsk2 zum Proteasom geleitet (Medicherla et al., 2004). Cdc48/p97 ist an
vielen Prozessen beteiligt, wie dem Abbau von artifiziellen Ubiquitin-
Fusionsproteinen Uber den Ubiquitin-Fusion-Degradation (UFD)-Weg
(Ghislain et al., 1996), der Regulation des OLE7-Gens (Hoppe et al., 2000;
Rape et al., 2001), an der Fusion der Kernmembran nach der Mitose (Hetzer
et al., 2001) und anderen Membranfusionsprozessen im ER oder im Golgi-
Apparat (Kondo et al., 1997; Latterich et al., 1995; Rabouille et al., 1995). Die
Rolle von Cdc48/p97 in der Membranfusion scheint Proteasom-unabhangig
und der Funktion des NEM-Sensitive Factor (NSF) ahnlich zu sein und ist am
besten in Saugetierzellen charakterisiert. In dieser Funktion scheint p97 nicht
mit dem Ufd1/Npl4-Adaptor zu interagieren, sondern mit dem alternativen
Adaptorprotein, p47 (Kondo et al., 1997). Das p47-Homolog in S. cerevisiae
ist Shp1, fur das allerdings noch keine Funktion in der Membranfusion
beschrieben worden ist (Braun et al., 2002; Zhang et al., 1995). p47/Shp1
enthalt die einzige bisher gut charakterisierte p97/Cdc48-Bindedomane, die
UBiquitin Regulatory X- (UBX)-Domane, ein ~80 Aminosauren langes Motiv,
das dasselbe Faltungsmuster wie Ubiquitin aufweist (Buchberger et al., 2001;
Dreveny et al.,, 2004; Kondo et al.,, 1997; Yuan et al., 2001). Alle bisher
charakterisierten UBX-Proteine binden an p97/Cdc48 (Decottignies et al.,
2004; Hartmann-Petersen et al., 2004; Schuberth et al., 2004; Song et al.,
2005). Npl4, eine Untereinheit des Ufd1/Npl4-Adaptorkomplexes, scheint eine
Variante der UBX-Doméane zu besitzen, die UBiquitin-Fold-Domane (UBD)
(Bruderer et al., 2004). Bisher sind noch nicht viele Funktionen von UBX-
Proteinen im Zusammenhang mit Cdc48 charakterisiert worden. So ist das
Hefe-UBX-Protein Ubx2 eine Komponente des Ubiquitinsystems und rekrutiert
Cdc48 an die ER-Membran um seine Interaktion mit ERAD-Substraten zu
erleichtern (Schuberth and Buchberger, 2005).

Weitere Bindepartner von Cdc48 sind das E4 Ufd2 (Koegl et al., 1999)
und Ufd3, ein WD40-Domanen-Protein mit unklarer Funktion (Ghislain et al.,
1996), das ebenfalls eine Rolle im Ubiquitinsystem zu spielen scheint (siehe

unten).
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Tabelle 1: Cdc48-Interaktoren in Hefe. (Referenzen s. Text)

Name Funktion Domane

Ufd1/Npl4 Adaptorprotein flr Ubiquitinkonjugate UBD (Npl4)

Shp1 Adaptor fur SNAREs? Vertebraten-Homologes p47 UBX, UBA

Ufd2 E4 im UFD-Weg U Box

Ufd3 Unbekannt, Mutantenphanotyp deutet auf WD40 Repeat
Deubiquitinierung

Ubx2 ERAD UBX, UBA

Ubx3 Unbekannt uBXx

Ubx4 Unbekannt uBXx

Ubx5 Unbekannt UBX, UBA

Ubx6 Unbekannt uBXx

Ubx7 Unbekannt uBXx

1.4 Der Ubiquitin Fusion Degradation (UFD)-Weg und die Regulation des
OLE1-Gens

Eine Rolle von Cdc48 im Ubiquitinsystem wurde erstmals im
Zusammenhang mit dem UFD-Weg beschrieben (Ghislain et al., 1996).
Dieser ist nach seinen Substraten benannt, N-terminalen, nicht spaltbaren
Fusionen von Ubiquitin mit Reporterproteinen wie etwa dem bakteriellen
Enzym B-Galaktosidase. Diese Fusionsproteine sind in S. cerevisiae kurzlebig
und werden vom Proteasom abgebaut (Bachmair et al., 1986; Johnson et al.,
1992). In der Folge konnte gezeigt werden, dass die UFD-Faktoren Ufd1-5,
Cdc48, Npl4, Rad23, Dsk2 und Rpn10 sowie die E2-Enzyme Ubc4 und Ubc5
fur diesen Abbauweg erforderlich sind, dabei interagieren Ufd1/Npl4, Ufd2
und Ufd3 mit Cdc48 (Ghislain et al., 1996; Johnson et al., 1992; Johnson et
al., 1995; Lambertson et al., 1999; Rao and Sastry, 2002; Rape et al., 2001;
van Nocker et al., 1996). Ufd2 ist das prototypische E4 mit einer RING-
ahnlichen U-Box-Domane (Koegl et al., 1999; Richly et al., 2005) und ist an
der Substrat-Ubiquitinierung beteiligt. Die Rolle von Cdc48 und die Epistase
der Faktoren im UFD-Weg untereinander sind noch unklar.

Interessanterweise sind einige der oben genannten Faktoren auch an
der Regulation des OLE171-Gens in S. cerevisiae beteiligt (Tabelle 2). OLE1
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kodiert fur die A9-Fettsauredesaturase, ein Enzym, das durch die Einfuhrung
von Doppelbindungen zwischen die Kohlenstoffatome C9 und C10 von
Palmitinsaure (16:0) und Stearinsaure (18:0) Palmitoleinsaure (16:1) bzw.
Olsaure (18:1) herstellt. Ole1 ist die einzige Fettsduredesaturase in Hefe, und
das OLE1-Gen ist essentiell (Stukey et al., 1989). Es wird durch die beiden
homologen Transkriptionsfaktoren Spt23 und Mga2 aktiviert (Zhang et al.,
1999). Diese Transkriptionsfaktoren werden als inaktive, homodimere
membranstandige Vorlaufer (p120) im ER synthetisiert, und durch einen
komplizierten Rickkopplungs-Mechanismus aktiviert (Abbildung 5): wenn die
Konzentration an ungesattigten Fettsauren (oder vielleicht ungesattigten
Acylresten von Phospholipiden) im ER rucklaufig ist, wird ein Parthermolekail
vom E3 Rsp5 ubiquitiniert und daraufhin vom Proteasom partiell verdaut,
wobei ein Fragment (p90) ohne Transmembrandomane entsteht. Dieses p90-
Fragment wird nun von Cdc48 und dem Ufd1/Npl4-Komplex von seinem
unprozessierten p120-Partner getrennt (Hoppe et al., 2000; Rape et al.,
2001). Das aktive p90 ist somit von der Membran losgeldst und kann in den
Zellkern gelangen, um das OLE7-Gen zu aktivieren und neue
Fettsauredesaturase herzustellen (Rape et al., 2001). Die Prozessierung und
Aktivierung von Spt23 unterliegt einer Feedback-Regulation, sie wird durch
hohe Konzentrationen an ungesattigten Fettsduren - vor allem
Palmitoleinsaure (16:1) oder Linolsaure (18:2) - gehemmt (Hoppe et al.,
2000), und der OLE71-Promotor wird durch alle getesteten ungesattigten
Fettsauren stark reprimiert (Choi et al., 1996). Interessanterweise ist auch das
Enzym Ole1 selbst reguliert, denn es ist kurzlebig und wird tGber den ERAD-
Weg abgebaut (Braun et al., 2002).

Das aktive p90-Fragment ist ebenfalls kurzlebig und wird in Abhangigkeit
von Ufd2 und Rpn10 abgebaut (Doktorarbeit M. Rape, Universitat Bayreuth,
Abbildung 5). Ufd2 ist ein Cdc48-Bindepartner, und die Interaktion der beiden
Partner scheint fir die Interaktion von Ufd2 mit seinen Substraten wichtig zu
sein. Moglicherweise ,Ubergibt* Cdc48 also Substrate direkt an Ufd2 (Richly et
al., 2005). Cdc48, Ufd1 und Npl4 sind also fur die Aktivierung von Spt23

sowie des OLE1-Gens erforderlich, aber auch gleichzeitig fur den Abbau des
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aktiven Spt23 p90. Dabei sind sie epistatisch zu Ufd2, welches nur fur die
Inaktivierung von Spt23 wichtig ist.
Das Verhaltnis der anderen UFD-Faktoren zu den oben beschriebenen

und eine potentielle Rolle in der Regulation von OLE7 waren noch nicht

untersucht.
18:1
16:1 Olet RN
=r>
Zytosol
E4 .,:. Rpn10
@@ - > =
SPT23 h (Ufd2)
? ? ” ﬁ ? ' Zellkern

Abbildung 5: Die Aktivierung des OLE7-Gens in S. cerevisiae. (Erlauterungen s. Text)

Tabelle 2: UFD-/OLE1-Aktivierungsfaktoren und ihre Funktionen. (Referenzen s. Text)

UFD-/OLE1-Aktivierungs-Faktor Funktion

Cdc48 Solubilisierung von p90

Ufd1/Npl4 Adaptor fir Cdc48

Ufd2 E4, ubiquitiniert p90, UFD-Substrate
Ufd3 Unklar

Ufd4 E3 im UFD-Weg

Ufd5 Transkriptionsfaktor fiir Proteasom-Gene
Rad23 Proteasomaler Substratrezeptor (UFD)
Dsk2 Proteasomaler Substratrezeptor (UFD)
Rpn10 Proteasomaler Substratrezeptor (UFD, OLET)
Rsp5 E3, OLE1-Aktivierung

Ubc4/5 E2-Enzyme

1.5 Ufd2

Die Funktion von Ufd2 im Ubiquitinsystem scheint seine U Box-
vermittelte E4-Aktivitdt gegen Substrate wie Ub-Pro-B-Galaktosidase und
Spt23 p90 zu sein. Dabei ist die Modifikation mit Ubiquitin ein wichtiges
Erkennungssignal fur Ufd2 (Koegl et al., 1999). Seine Substrate werden
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wahrscheinlich von Cdc48 fur die Multiubiquitinierung aktiviert, mit dem Ufd2
auch physikalisch interagiert. Letzteres suggeriert eine direkte
Substratweiterleitung zwischen den beiden Faktoren (Substrate channeling).
Das Verhéltnis zu anderen UFD-Faktoren ist aber unklar. In UFD2-
Deletionsmutanten ist Spt23 p90 stabilisiert und deshalb hyperaktiv, deshalb
sind diese Zellen hypersensitiv gegen die ungesattigte Fettsdure Olséure im
Wachstumsmedium (Doktorarbeit M. Rape, Universitat Bayreuth). Weiterhin
scheint es leichte synthetische Defekte in Kombination mit RPN710-
Deletionsmutanten zu geben, deren genaue Grundlage noch nicht klar ist
(Koegl et al., 1999). Strukturell ist weniger Uber Ufd2 bekannt, es ist ein 961

Aminosauren langes Protein, und die U-Box befindet sich am C-Terminus.

1.6 Ufd3

Die Funktion von Ufd3 ist im Gegensatz zu der von Ufd2 noch
weitgehend unklar. Ufd3 ist ein 715 Aminosauren grol3es Protein, das am N-
Terminus sieben Kopien der WD40-Domane enthalt, die wahrscheinlich eine
propellerformige Oberflache fur Protein-Protein-Interaktionen bilden. Die
Cdc48-Bindestelle oder andere Sequenzbesonderheiten sind nicht bekannt.
UFD3-Deletionsmutanten zeigen eine sehr charakteristische, starke
Verminderung in der Menge des zellularen (freien und konjugierten)
Ubiquitins. Anderungen in der zelluldren Ubiquitinmenge sind charakteristisch
fur Mutanten von Deubiquitinierungsenzymen (Leggett et al.,, 2002;
Swaminathan et al., 1999). Allerdings wurde noch keine solche Aktivitat fur
Ufd3 nachgewiesen und ist auch angesichts fehlender Sequenzcharakteristika
- wie etwa konservierter Cysteinreste — unwahrscheinlich. Bisher ist auch kein
anderer Zusammenhang zwischen Ufd3 und Deubiquitinierungsreaktionen
beschrieben worden.

Ferner sind eine Reihe weiterer Phanotypen fir Aufd3-Mutanten
beschrieben worden, wie zum Beispiel eine hohe Sensitivitat gegen DNA-
schadigende Agentien, die interessanterweise epistatisch dem ubiquitin-
abhangigen RAD6-Weg zugeordnet werden konnte (Hanway et al., 2002). Sie

ist also wahrscheinlich auch eine Folge des Ubiquitinmangels.
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1.7 Aufgabenstellung

Ufd2 und Ufd3 zeigen einige ahnliche Eigenschaften als nichtessentielle
Cdc48-Interaktoren im UFD-Weg. In dieser Arbeit sollten diese Faktoren, ihre
Rolle im Abbau und ihr Verhaltnis zu Cdc48 weiter charakterisiert werden. Um
diese Fragen zu beantworten, sollten neue Interaktoren von Ufd2 und Ufd3
identifiziert werden. Ausserdem sollte untersucht werden, warum Aufd3-
Mutanten eine Verminderung der zellularen Ubiquitinmenge zeigen, und ob
dies auf Deubiquitinierungsdefekte zurlckzufuhren ist. Dazu sollte Ufd3 auch

gezielt auf Interaktionen mit Deubiquitinierungsenzymen untersucht werden.
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2 Ergebnisse

2.1ldentifizierung neuer Ufd2- und Ufd3-Bindeproteine

Um die Funktion der beiden Cdc48-Bindepartner Ufd2 und Ufd3 im
Ubiquitin-system besser zu verstehen, sollten zunachst neue Interaktoren der
beiden Proteine mittels Affinitatschromatographie isoliert werden. Als
Affinitatsmatrix dienten Glutathion-Beads, die mit bakteriell exprimierten und
gereinigten Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsproteinen von Ufd2 und
Ufd3 (oder GST als Negativkontrolle) beladen wurden. Diese wurden mit
einem Hefelysat inkubiert und nach mehreren Waschschritten mit 1 M NaCl
eluiert. Die Eluate mit spezifisch gebundenen Faktoren wurden durch SDS-
Gelelektrophorese und Coomassiefarbung analysiert (Abbildung 6A). Eine
Reihe von Proteinen band spezifisch an beide Affinitatssaulen. Die starksten
Interaktoren sowohl von Ufd2 als auch Ufd3 hatten offensichtliche
Molekulargewichte von 110, 70, 55 und 40 kiloDalton (kD). Sie konnten durch
tryptischen Verdau und massenspektroskopische Analyse als Cdc48, Npl4,
Shp1 und Ufd1 identifiziert werden (nicht gezeigt). Aulerdem wurde die
Identitat dieser Proteine im Western Blot mit spezifischen Antikorpern
bestatigt (Abbildung 6A).

Zusatzlich zu diesen Interaktoren banden mehrere Proteine spezifisch
nur an die Ufd2-Matrix. Zwei Proteine mit offensichtlichen Molekulargewichten
von 60 und 45 kD konnten massenspektroskopisch und teils auch im Western
Blot als Rad23 und Dsk2 identifiziert werden (nicht gezeigt und Abbildung 6A).

Die neuen Interaktionen wurden durch Koimmunprazipitation mit Ufd2-
und Ufd3-spezifischen Antikdrpern bestatigt. In Ufd2- und Ufd3-Prazipitaten
aus Zelllysaten konnten Cdc48, der Ufd1/Npl4-Komplex und Shp1 im Western
Blot spezifisch nachgewiesen werden (Abbildungen 6B und 6C). Rad23
konnte ebenfalls in Ufd2-Prazipitaten nachgewiesen werden (Abbildung 6D).

Zusammenfassend interagieren Ufd2 und Ufd3 also nicht nur mit Cdc48,
sondern auch mit dessen Substratadaptoren Ufd1/Npl4 und Shp1. Zusatzlich

interagiert Ufd2 mit den proteasomalen Substratrezeptoren Rad23 und Dsk2.
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Abbildung 6: Identifikation neuer Ufd2- und Ufd3-Interaktoren. A GST-
Affinitatsreinigung. GST-, GST-Ufd2- oder Ufd3-GST-Beads wurden mit Hefelysat (aus
Npl4-3myc-Zellen) inkubiert und danach extensiv gewaschen. Gebundene Proteine
wurden mit 1 M NaCl eluiert und durch SDS-PAGE, Coomassiefarbung (CBB) und
MALDI-TOF Massenspektroskopie (links) oder im Western Blot mit den jeweils
angegebenen Antikérpern analysiert (rechts). B, C, D Bestdtigung der neuen
Interaktionen durch Koimmunoprazipitation. Ufd2 (B, D) oder Ufd3 (C) wurden mit
spezifischen Antikbrpern aus Hefelysat (Npl4-3HA-Hintergrund) prazipitiert und
gebundene Proteine wurden im Western Blot nachgewiesen. Lysate aus Aufd2- bzw.
Aufd3-Zellen dienten als Negativkontrolle. In IPs, in denen Shp1 nachgewiesen wurde,
wurden die entsprechenden Antikdrper kovalent an ProteinA-Beads gekoppelt.
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Abbildung 7: Identifikation von Protein-Interaktionsdoméanen auf Cdc48. A GST-
Ufd2- und Ufd3-GST-Beads wurden mit rekombinantem Shp1 bzw. Ufd1/Npl4 in der An-
oder Abwesenheit von Cdc48 inkubiert und gewaschen. Gebundenes Material wurde im
Western Blot untersucht. B GSTCdc48 und Deletionsmutanten. SDS-Gel von je 2 ug
der angegebenen Proteine. C GST-markiertes Cdc48 bzw. Cdc48-Deletionsmutanten
wurden mit den angegebenen rekombinanten Kofaktoren inkubiert, mit Glutathion-
Beads prazipitiert und gewaschen. Gebundene Proteine wurden im Western Blot
nachgewiesen. D Die angegebenen GST-markierten Kofaktoren wurden an Beads
gekoppelt und mit hissgCdc48ND1 inkubiert. Das gebundene Cdc48-Fragment wurde im

Cdc48-Blot  nachgewiesen. E  Schematische Darstellung der  Cdc48-
Interaktionsdomanen.

2.2 Cdc48 besitzt mehrere Bindestellen fiir Kofaktoren

Die Identifikation von Ufd1/Npl4 und Shp1 als Interaktoren von Ufd2 und
Ufd3 warf die Frage nach der Natur dieser Interaktionen auf. Da alle
genannten Faktoren mit Cdc48 interagieren, kam neben einer direkten

Interaktion auch eine indirekte Bindung Uber Cdc48 in Betracht. Tatsachlich
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konnten die beobachteten Interaktionen mit gereinigten Komponenten nur in
der Gegenwart von Cdc48 reproduziert werden (Abbildung 7A). Also werden
die beobachteten Interaktionen von Cdc48 vermittelt. Dieses Ergebnis legte
nahe, dass Cdc48 mehrere Bindestellen fur Interaktionspartner besitzt. Um
dieser Frage nachzugehen, wurden Deletionsmutanten von Cdc48 als GST-
oder hisg-Fusionsproteine hergestellt (Abbildung 7B und nicht gezeigt). In
Bindestudien mit gereinigten Proteinen wurde getestet, welche dieser Cdc48-
Deletionskonstrukte mit den jeweiligen Kofaktoren interagieren konnte.
Interessanterweise konnten Ufd1/Npl4 und Shp1 nur mit Fragmenten
interagieren, die die N-Domane von Cdc48 enthielten. Ufd2 und Ufd3
hingegen interagierten nur mit solchen Cdc48-Fragmenten, die die D2-
Domane enthielten (Abbildungen 7C, 7D). Somit konnten die Bindestellen fur
Ufd1/Npl4 und Shp1 auf der einen Seite und Ufd2 oder Ufd3 auf der anderen
Seite klar voneinander unterschieden werden. Die unterschiedlichen
Bindestellen auf Cdc48 bilden offensichtlich die Basis flr die beobachteten
Interaktionen. Weiterhin kann man aus diesen Ergebnissen schlielen, dass
Ufd1/Npl4 und Shp1 ein anderer Typ von Cdc48-Bindefaktor sind als Ufd2
und Ufd3.

2.3 Die Funktion von Ufd1/Npl4 und Shp1 als Substratadaptoren

Der Ufd1/Npl4-Komplex bindet ubiquitinierte Substrate (Meyer et al.,
2002), und die Interaktion zwischen Ubiquitinkonjugaten und Cdc48 scheint in
ufd1-Mutanten vermindert zu sein (Doktorarbeit M. Rape, Universitat
Bayreuth). Es wurde daher postuliert, dass Ufd1/Npl4 ein funktioneller
Substratadaptor fiir Cdc48 ist. In Ubereinstimmung damit fanden sich weniger
Ubiquitinkonjugate in Cdc48-Prazipitaten aus ufd7-2- und npl4-1-Zellen als in
Prazipitaten aus Wildtypzellen (Abbildung 8A). Dieser Effekt war spezifisch flr
Mutanten des Ufd1/Npl4-Komplexes, da Cdc48-Prazipitate aus cdc48-6-
Zellen sogar mehr Ubiquitinkonjugate enthielten (Abbildung 8A). Auch in
Aufd2 Aufd3-Doppelmutanten war die Interaktion zwischen Ubiquitin und
Cdc48 nicht gestort (Abbildung 8B). Ufd2 und Ufd3 scheinen also im

Gegensatz zum Ufd1/Npl4-Komplex nicht zur Interaktion zwischen

22



Ergebnisse

Lysat IP Cdc48 Lysat IP Cdc48
g &
© o © >
s ¥ s o ¥ ¥ & > &
5 o EAS YO & o &, &o
SSYES 8988 S8 S8
| -— — -|

H o

Ub (P4D1) o | Ub (P4D1)

:

T
B X 4

S ——
IW 17
. V| “or,
I | ) P,
Py T
e
L
|

C D

Lysat 1P Ufd1

Ufd1
Npl4
Cdc48
wil X R K ....*
Ub (P4D1) ashor 3 ;

Ashp1 ufd1-2

Abbildung 8: Ufd1/Npl4 und Shp1 sind Cdc48-Substrat-Adaptoren. A Cdc48-
Substrat-Interaktion in Cdc48- und Adaptormutanten. Cdc48 wurde aus Lysaten der
jeweils angegebenen Mutanten-Stdmme immunprazipitiert. Unspezifische Kaninchen-
IgGs wurden als Negativkontrolle benutzt. Lysate und Prazipitate wurden mit Cdc48- oder
Ubiquitinantikdrpern  untersucht. B  Cdc48-Substrat-Interaktion in  Aufd2  Aufd3-
Doppelmutanten. Cdc48 wurde wie in A immunprazipiert und geblottet. C Ufd1 interagiert
mit Ubiquitin, und das ufd7-2-Allel kodiert fUr ein instabiles Protein. Ufd1 wurde aus
Lysaten der angegebenen Stdmme prazipitiert und auf Interaktionen mit Npl4-3myc,
Cdc48 und Ubiquitin getestet. Unspezifische Kaninchen-lgGs wurden als Negativkontrolle
verwendet. D Serielle Verdinnungsreihe. Die angegebenen Stamme wurden in
funffachen Verdinnungen auspipettiert und fir 2-3 Tage bei den angegebenen
Temperaturen inkubiert. E Wie D. mit Doppelmutanten, Inkubation fir 3-4 Tage bei den
jeweils angegebenen Temperaturen.
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Cdc48 und seinen Substraten beizutragen. In Ubereinstimmung mit der
postulierten Adaptorfunktion enthielten auch Ufd1-Prazipitate signifikante
Mengen an Ubiquitinkonjugaten (Abbildung 8C). Das vom ufd7-2-Allel
kodierte Protein schien instabil zu sein, da im Western Blot nur geringe
Mengen Ufd1 detektiert werden konnten. Dementsprechend enthielten Ufd1-
Prazipitate aus ufd1-2-Lysaten auch geringere Mengen an Cdc48, Npl4 und
Ubiquitinkonjugaten (Abbildung 8C).

Shp1 zeigte in allen bisherigen Interaktionsanalysen ein &hnliches
Interaktionsverhalten wie der Ufd1/Npl4-Komplex. Seine Funktion als Adaptor
fur Cdc48 ahnelt wahrscheinlich sehr der von Ufd1/Npl4. Die phanotypische
Analyse von A4shp1-Mutanten ergab, dass diese Zellen relativ starke
Wachstumsdefekte haben und bei 37°C nicht mehr lebensfahig sind
(Abbildung 8D). Somit scheint auch Shp1 einen wichtigen Beitrag fur die
Cdc48-Funktion zu liefern. Eine Ashp1 ufd1-2-Doppelmutante war nur bei
23°C in geringem Male lebensfahig (Abbildung 8E). Dieser starke
synthetische Effekt der beiden Einzelmutanten konnte auch auf eine partielle

Redundanz zwischen den Cdc48-Adaptoren hindeuten.

2.4 Die Ufd2-Interaktoren Rad23 und Dsk2 sind in einer epistatischen

Weise am Abbau eines Ufd2-Substrates beteiligt

Ufd2 interagiert sehr spezifisch mit den UFD-Faktoren Rad23 und Dsk2.
Diese beiden Proteine interagieren direkt mit dem Proteasom (Schauber et
al., 1998, Elsasser et al., 2002) und mit ubiquitinierten Proteinen (Wilkinson et
al., 2001). Ausserdem sind sie am (ebenfalls Ufd2-abhangigen) Abbau des
UFD-Substrates Ub-P-pgal beteiligt (Lambertson ef al., 1999, Rao und Sastry,
2002). Diese Daten suggerieren eine Funktion als Substratrezeptoren.
Tatsachlich konnte kirzlich eine solche Rolle biochemisch belegt werden
(Verma et al., 2004). Eine attraktive Interpretation der beobachteten
Interaktionen mit Ufd2 ware, dass Ufd2 ein multiubiquitiniertes Substrat direkt
an die Proteasomrezeptoren ,weiterreicht® und somit eine effiziente und
schnelle Proteolyse ermdglicht. Diese Hypothese sagt voraus, dass Ufd2 und
der Cdc48-Ufd1/Npl4-Komplex epistatisch zu Rad23/Dsk2 sein sollten und
dass Rad23 und Dsk2 am Abbau weiterer Ufd2-Substrate beteiligt sein
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Abbildung 9: Rad23/Dsk2 interagieren mit Ufd2 und Spt23 und sind am Spt23 p90-
Abbau beteiligt. A Koimmunprazipitation von Ufd2 und Rad23 in verschiedenen
Mutanten. B myc-epitopmarkiertes Spt23 wurde in Wildtypzellen exprimiert und mit myc-
Antikérpern oder unspezifischen Kaninchen-IlgGs immunprazipitiert. Die Proben wurden
jeweils auf die Anwesenheit von Rad23 getestet. C Promoter-Shutoff/Cycloheximide
chase-Experiment zur Untersuchung der Stabilitdt von Spt23. myc-markiertes Spt23
wurde in den angegebenen Stdmmen unter dem GAL-Promotor exprimiert. Nach Gabe
von Glukose und Cycloheximid wurden zu den angegebenen Zeitpunkten Proben
entnommen und im myc-Blot untersucht.

sollten. Tatsachlich ist die Interaktion zwischen Ufd2 und Rad23 in der npl4-1-
Mutante gestort (Abbildung 9A). AuRerdem bindet Rad23 an das Ufd2-
Substrat Spt23 (Abbildung 9B). In A4rad23-, Adsk2- oder Arpn10-
Einzelmutanten ist der Abbau von Spt23 nicht offensichtlich gestort (nicht
gezeigt und Doktorarbeit M. Rape, Universitat Bayreuth), aber in einer Arad23
Adsk2- Doppelmutante ist der Spt23-Abbau merklich verlangsamt (Abbildung
9C). Die 4rad23 Arpn10-Doppelmutante zeigt sogar einen kompletten Block
des Spt23-Abbaus (Abbildung 9C), Rad23 und Rpn10 scheinen generell
redundante Funktionen zu haben (Lambertson et al., 1999). Die drei Faktoren
Rad23, Dsk2 und Rpn10 haben also weitgehend Uberlappende Funktionen.
Dabei scheinen Rad23 und Dsk2 mindestens im UFD- und im OLE1-

Aktivierungsweg einen eigenen Unter-Abbauweg zu definieren, denn sie

interagieren im Gegensatz zu Rpn10 direkt mit Ufd2 (Koegl et al., 1999).
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Abbildung 10: Epistatische Analyse der spaten OLE1-Aktivierungs- und UFD-Wege.
A Flnffache serielle Verdiinnungen der angegebenen Mutanten auf YPD-Medium oder
YPD-Medium mit 0,2% Olséure wurden fiir 2-3 Tage bei 30°C inkubiert. B Fiinffache
serielle Verdinnungen von Proteasomrezeptor-Mutanten auf YPD wurden 2-3 Tage bei
verschiedenen Temperaturen inkubiert. C Funffache serielle Verdinnungen von Aufd2-
Doppelmutanten wurden 2-3 Tage bei verschiedenen Temperaturen inkubiert.

Wie verhalten sich RAD23 und DSK2 genetisch zu UFD2 und RPN107?
Die Stabilisierung von Spt23 in der Aufd2-Mutante fuhrt zu einer
Hypersensitivitat gegentiber dem Endprodukt des OLE1-Aktivierungsweges,
Olsaure, im Wachstumsmedium (Doktorarbeit M. Rape, Universitat Bayreuth).
Arad23 Adsk2-Mutanten sind ebenfalls hypersensitiv gegen Olséure, und
Arad23 Adsk2 Aufd2-Tripelmutanten zeigen gegenuber der Doppelmutante
keine erhohte Sensitivitdt (Abbildung 10A), was auf eine epistatische
Beziehung hindeutet. Aufd2 Arpn10- und Arad23 Arpn10-Doppelmutanten
zeigen eine starkere Olsdure-Sensitivitat als die beiden oben genannten
Mutanten (Abbildung 10A). RPN10 scheint daher zwar redundant mit RAD23
und DSK2 zu sein, aber nicht direkt epistatisch auf UFD2 zu folgen. Eine

allgemeinere Analyse der Wachstumsphanotypen von Rezeptormutanten
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zeigt, dass kombinierte Deletion von RAD23, DSK2 oder RPN10 jeweils
synthetische Wachstumsdefekte hervorruft (Abbildung 10B), wahrend die
jeweiligen Einzelmutanten unter den getesteten Bedingungen
uneingeschrankt lebensfahig sind (nicht gezeigt). Die Deletion von UFD2
verstarkt die Wachstumsphanotypen von Arad23 oder Adsk2-Mutanten nicht,
zeigt aber leichte additive oder synthetische Defekte in Kombination mit der
Arpn10-Mutante (Abbildung 10C). Diese Daten unterstitzen ein Modell, in
dem UFD2 im UFD- und OLE7-Weg strikt epistatisch mit RAD23/DSK?2 ist.
RPN10 dagegen ist zwar wahrscheinlich redundant mit RAD23/DSK2, aber
eher in einem parallelen, teilweise unabhangigen Abbauweg involviert.
Allerdings wurde kurzlich gezeigt, dass die von Willebrandt-Faktor A (VWA)-
Domane von Rpn10, die die Proteasom-Interaktion vermittelt, auch fur Rad23-
vermittelte Proteolyse wichtig ist (Fu et al., 1998, Verma et al., 2004). Eine
detailliertere genetische Analyse des Verhaltnisses zwischen den genannten
Faktoren musste deshalb auch noch partielle Deletionsmutanten von RPN10
beinhalten. Die vorliegenden Daten zeigen jedoch klar, dass Rad23 und Dsk2
am Spt23-Abbau beteiligt sind und dabei funktionell eng mit Ufd2 kooperieren.
Wahrscheinlich dienen die beobachteten Interaktionen zwischen Ufd2 und
Rad23/Dsk2 tatsachlich der direkten ,Weitergabe® von multiubiquitinierten

Substraten von Ufd2 an das Proteasom.

2.5 Ubiquitin wird in ufd3-Mutanten Ufd2- und proteasomabhangig

abgebaut

Da zunachst keine Interaktoren identifiziert werden konnten, die
Ruckschlisse auf die Funktion von Ufd3 zulielen, wurde die Aufd3-Mutante
weiter hinsichtlich ihres Phanotyps in der Ubiquitin-Homdostase untersucht.
Aufd3-Mutanten zeigen verminderte Mengen an zellularem konjugiertem und
nicht-konjugiertem Ubiquitin (Johnson et al, 1995). Eine niedrigere
Expression von Ubiquitin war unwahrscheinlich (Ogiso et al., 2004), daher
wurde der Umsatz des freien Ubiquitins in einem Cycloheximid Chase-
Experiment untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass das freie Ubiquitin in
der Aufd3-Mutante im Vergleich zum Wildtyp unverhaltnismassig schnell

depletiert wird (Abbildung 11A). Interessanterweise konnte dieser Phanotyp
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Abbildung 11: Der Ubiquitinmangel-Phdnotyp von Aufd3-Mutanten. A
Ubiquitinstabilitat in Aufd3 und Aufd3-Doppelmutanten. Die angegebenen Mutanten
wurden bis zur logarhitmischen Phase angezogen. Nach der Zugabe von Cycloheximid
wurden zu den angegebenen Zeiten Aliquots genommen und denaturierende
Proteinextrakte gemacht. Analyse durch 8-20% SDS PAGE und Blot gegen Ubiquitin oder
Pgk1 (als Kontrolle). B Siebenfache serielle Verdinnungsreihen der angegebenen
Stdmme auf SC-Medium oder SC-Medium mit 0,5ug/ml Cycloheximid.

durch Deletion von UFD2 partiell und durch pre?-1, eine Mutation im
Proteasom (Heinemeyer et al., 1991, Seufert und Jentsch, 1992), fast vdllig
supprimiert werden (Abbildung 11A). Ubiquitin kdnnte demnach in der Aufd3-
Mutante durch aberrante UFDZ2-Aktivitat proteasomal abgebaut werden,
moglicherweise zusammen mit Substraten. Ein ahnliches Modell ist auch fur
den Ubiquitin-Depletions-Phanotyp von Aubp6-Mutanten vorgeschlagen
worden. In dieser Mutante erzeugt eine proteasomal vermittelte Ubiquitin-
Depletion eine Hypersensitivitat gegenuber dem Translationshemmer
Cycloheximid (CHX) (Hanna et al., 2003). Da der beobachtete Phanotyp der
Aufd3-Mutante dem beschriebenen der Aubp6-Mutante sehr ahnlich war,
wurde getestet, ob Aufd3-Mutanten ebenfalls CHX-sensitiv sind. Die Aufd3-

Mutante zeigte auf CHX-haltigem Medium tatsachlich einen starken
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Wachstumsdefekt, der bei erhdhter Temperatur (34-37°C) zu Lethalitat fuhrte
(Abbildung 11B). Dieser Defekt war auf die Depletion von Ubiquitin
zurtuckzufihren, da der Phanotyp durch EinfiUhrung eines Ubiquitin-
Uberexpressionsplasmids supprimiert werden konnte (siehe unten). Aufd3
Aubp6-Doppelmutanten waren auf CHX-Medium bei keiner Temperatur
lebensfahig, wahrend die Deletion von UFD2 die CHX-Sensitivitat von Aufd3

wiederum partiell supprimierte.

2.6 Ufd3 stabilisiert Cdc48-Substrate, indem es mit Ufd2 um eine

Cdc48-Bindestelle kompetiert

Die Suppression des Aufd3-Phanotyps durch Deletion von UFDZ2
suggerierte, dass der Aufd3-Phanotyp mindestens partiell auf eine abberrante
Aktivitat von Ufd2 zurlckzufuhren war und dass eine Funktion von Ufd3 die
eines Ufd2-Gegenspielers oder Inhibitors ist. Wie kdnnte nun Ufd3 die Ufd2-
Aktivitat regulieren? Ein interessanter Hinweis hierzu ergab sich aus der
Analyse der Interaktionen von Ufd3 und Ufd2 mit Cdc48. Sowohl Ufd2 als
auch Ufd3 interagieren mit Cdc48 Uber eine Bindestelle an oder nahe der D2-
ATPase-Domane (siehe Abbildungen 1 und 2). Die beiden Faktoren sind nicht
an der Substraterkennung von Cdc48 beteiligt (Abbildung 8B). Weiterhin
scheint Cdc48 Substrate direkt an Ufd2 ,weiterzugeben®, indem es an Ufd2
bindet. Eine Erklarung fur die prasentierten genetischen Daten kdnnte also
sein, dass Ufd3 mit der Substratbindung von Ufd2 interferiert, indem es mit
Ufd2 um Cdc48-Bindung kompetiert. Die Funktion von Ufd3 ware dann eine
Stabilisierung von Cdc48-Substraten. Um diese Idee zu uberprufen, wurde
zunachst getestet, ob Ufd2 und Ufd3 in vifro um die Cdc48-Bindung
kompetieren. Dazu wurde in Pulldown-Experimenten eine konstante Menge
rekombinantes, GST-markiertes Cdc48 mit konstanten Mengen von entweder
Ufd2 oder Ufd3 und ansteigenden Mengen des jeweils anderen Proteins
inkubiert und dann mit Glutathion-Beads prazipitiert. Die gebundenen Proteine
wurden durch SDS-Gelelektrophorese und Coomassie-Farbung analysiert.
Tatsachlich verminderten hohe Mengen von Ufd3 die Bindung von Ufd2 an
Cdc48 und umgekehrt (Abbildung 12A), wobei der Effekt von erhdohten Ufd3-
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Abbildung 12: Ufd3 kompetiert mit Ufd2 um die Bindung an Cdc48. A GST-
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Cdc48

wurde jeweils mit konstanten Mengen Ufd2 und ansteigenden Mengen Ufd3 (links) oder
umgekehrt (rechts) inkubiert und mit Glutathion-Beads prazipitiert. Gebundene Proteine
wurden durch SDS-PAGE und Coomassie-Farbung analysiert. B Einfluss der
Uberexpression von Ufd3, Ufd2 oder Ufd2AUBox auf den Abbau von Ub-P-pgal. Analyse
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im Promoter Shutoff/Cyclohexmide Chase Experiment. Ufd3, Ufd2, Ufd2AUBox sowie
Ub-P-Bgal wurden jeweils unter dem GAL-Promoter exprimiert. Der Abbau von Ub-P-Bgal
wurde mit einer CCD-Kamera quantifiziert (Graph rechts). C, D, E Identifikation
funktioneller Domanen von Ufd3. An Glutathion-Beads gekoppeltes Ufd3-GST oder GST-
markierte Ufd3-Fragmente wurden mit rekombinantem Cdc48 (C), auf Protein A
assemblierten Ubiquitinketten (D) oder mit Gber Lysin 63 vernetzte Polyubiquitinketten
inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden gebundene Proteine mittels SDS-PAGE
und Coommassie-Farbung (C), Anti-Protein A-Blot (D) oder Anti-Ubiquitin-Blot (E)
analysiert. F Einfluss von Uberexprimierten Ufd3-Fragmenten auf den Abbau von Ub-P-
Bgal. Quantifizierung im Graph unten links. G Schematische Darstellung der funktionellen
Ufd3-Domaéanen.

Mengen auf die Ufd2-Bindung starker war als umgekehrt. Ufd2 und Ufd3
scheinen also in vitro um die Cdc48-Bindung zu kompetieren. Um zu testen,
ob Ufd3 auch in vivo eine Ufd2-Funktion inhibiert, wurde als nachstes der
Effekt der Ufd3-Uberexpression auf den Abbau des UFD-Substrates Ub-P-f-
Galaktosidase im Promoter-Shutoff-Experiment untersucht. Dieses Test-
protein ist im Wildtyp kurzlebig. Uberexpression von Ufd2 flihrte zu einer
weiteren Destabilisierung des Testproteins, wahrend eine dominant-negative
Version von Ufd2 mit einer Deletion der katalytischen UBox zu einer starken
Stabilisierung fiihrte (Abbildung 12B). Die Uberexpression von Ufd3 fiihrte
ebenfalls zu einer starken Stabilisierung von Ub-P-p-Galaktosidase. Wenn die
beobachtete Stabilisierung tatsachlich auf Ufd2-Kompetition zurlckzufihren
ist, sollte die Uberexpression der Cdc48-Bindedoméne von Ufd3 alleine einen
ahnlichen Effekt auf den Ub-P-B-Galaktosidase-Abbau haben. Um diese
Kontrolle durchzufuhren, mussten die funktionellen Doméanen von Ufd3
identifiziert werden.

Es gibt zwei bekannte direkte Interaktoren von Ufd3, Cdc48 (Ghislain et
al., 1996) und Ubiquitinketten (Russell und Wilkinson, 2004). Um die
entsprechenden Bindedomanen in Ufd3 zu identifizieren, wurden
verschiedene N- und C-terminale Fragmente von Ufd3 als GST-
Fusionsproteine hergestellt. In Pulldown-Experimenten wurde zunachst
getestet, welche Bereiche von Ufd3 fur die Interaktion mit Cdc48 bendtigt
werden. Dabei stellte sich heraus, dass alle Fragmente, die die C-terminalen
290 Aminosauren beinhalteten, mit Cdc48 interagieren konnten (Abbildung
12C).
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Zur ldentifizierung der Ubiquitin-Bindedomane wurden die Ufd3-
Fragmente auf ihre Interaktion mit einem in vitro multiubiquitiniertem Ub-
Protein-A-Fusionsprotein (Koegl et al., 1999) untersucht. Diese Konjugate
interagierten mit Volllangen-Ufd3 und mit einem Fragment, das die ersten 494
Aminosauren von Ufd3 beinhaltete, aber nicht mit kirzeren N-terminalen
Versionen wie etwa dem isolierten WD40-Repeat-Motiv oder mit Fragmenten,
in denen das WD40-Repeat-Motiv deletiert war (Abbildung 12D). Ausserdem
interagiert Ufd3 auch mit Ubiquitinketten, die Uber Lys-63 vernetzt sind
(Abbildung 12E). Seine Spezifitat hinsichtlich des Ubiquitinkettentyps scheint
also gering zu sein. Insgesamt ist die Ubiquitinbindestelle von Ufd3 relativ
komplex und beinhaltet sowohl das WD40-Repeat-Motiv als auch einen
dahinterliegenden Bereich von ca. 200 Aminosauren.

Nachdem die funktionellen Domanen von Ufd3 identifiziert worden
waren, konnte die Frage beantwortet werden, welcher Bereich von Ufd3 fur
die Stabilisierung von Ub-P-B-Galaktosidase verantwortlich war. Der UFD-
Abbau war nicht verlangsamt, wenn die Zellen N-terminale Ufd3-Fragmente
Uberexprimierten, die den WD40-Repeat-Bereich (Ufd3 1-426) oder die
gesamte Ubiquitinbindestelle (Ufd3 1-500) enthielten (Abbildung 12F). Im
Gegensatz dazu fihrte die Uberexpression von zwei C-terminalen Ufd3-
Fragmenten, die die Cdc48-Bindestelle enthielten (Ufd3 360-715 und Ufd3
426-715), zu einer Stabilisierung von Ub-P-p-Galaktosidase. Die Cdc48-
Bindedomane war also tatsachlich fur die UFD-Stabilisierung verantwortlich,
was eine Kompetition zwischen Ufd3 und Ufd2 um Cdc48 auch in vivo

wahrscheinlich macht.

2.7 OTU1, ein high copy-Suppressor der Aufd3-Mutante

Der Ubiquitin-Depletionsphanotyp der Aufd3-Mutante ist dem Phanotyp
der Aubp6-Mutante sehr ahnlich und sogar starker ausgepragt. Dies und die
offensichtliche Rolle von Ufd3 als Ufd2/E4-Gegenspieler legten nahe, dass
Ufd3 nicht nur als Ufd2-Kompetitor wirkt, sondern auch eine Funktion in der
Deubiquitinierung hat. Allerdings zeigt Ufd3 selbst keine
Deubiquitinierungsaktivitat in vitro (siehe unten). Es blieb aber die Moglichkeit,

dass Ufd3 mit einem Deubiquitinierungsenzym kooperieren oder mit einem
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Deubiquitinierungsenzym redundant sein konnte. Die Cycloheximid-
Sensitivitat der Aufd3-Mutante ist eine Folge der Ubiquitindepletion und ein
selektierbarer Phanotyp, der flr eine Suppressionsstudie genutzt werden
konnte. Wenn Ufd3 eine Funktion bei der Deubiquitinierung haben sollte —
etwa durch Aktivierung eines Deubiquitinierungsenzyms, dann konnte ein
solches Deubiquitinierungsenzym als high copy-Suppressor der Aufd3-

Mutante wirken. Als Kandidaten fur einen Suppressionsversuch wurden

folgende Deubiquitinierungsenzyme ausgewahlt:

- DOA4, weil Adoa4-Mutanten starke Veranderungen im Ubiquitin-
Konjugatmuster aufweisen (Swaminathan et al., 1999),

- UBP6, da die Phanotypen der Aufd3- und Aubp6-Mutanten sehr ahnlich
sind (siehe oben),

- die beiden putativen OTU-Domanen-Deubiquitinierungsenzyme im
Hefegenom, OTU7 und OTU2 (Offene Leserahmen YFL0O44c bzw.
YHLO13c). VCIP135, ein kurzlich identifizierter Interaktor des Cdc48-
Homologes der Ratte, p97, ist ein OTU-Deubiquitinierungsenzym (Wang
et al., 2004). OTU1 war besonders interessant, da es mit Genen flr

Cdc48-Interaktoren koreguliert zu sein scheint (Jelinsky et al., 2000).

Die Cycloheximid-Sensitivitat der Aufd3-Mutante lasst sich sowohl durch
ein UFD3-Expressionsplasmid komplementieren als auch durch ein Ubiquitin-
Uberexpressionsplasmid (YEp96, Ubiquitinexpression vom CUP7-Promoter)
supprimieren, sie ist also eine Folge der bereits gezeigten Ubiquitindepletion
(Abbildung 13A). Die Uberexpression von Doa4 hatte keinen EinfluR auf die
Cycloheximid-Sensitivitdt von Aufd3-Mutanten, ebensowenig wie die von
Otu2. Ubp6 schien einen sehr leichten positiven Einfluss auf Aufd3-Mutanten
zu haben. Am starksten war der Effekt der Otu1-Uberexpression, durch die
die Cycloheximid-Sensitivitdt von Aufd3-Mutanten in einem betrachtlichen
MalRe supprimiert werden konnte. OTUT ist also ein klarer high copy-
Suppressor der Aufd3-Mutante. Die Uberexpression von Otu1 erhéhte auch
die Menge an freiem Ubiquitin in Aufd3-Mutanten (Abbildung 13B), was einen
indirekten Effekt von Otu1 auf die Cycloheximid-Sensitivitat unwahrscheinlich

machte.
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Abbildung 13: Otu1 ist ein high copy-Suppressor der Aufd3-Mutante und interagiert
mit Cdc48 und seinen Kofaktoren. A Aufd3-Zellen, die die angegebenen Proteine von
Multicopy-Plasmiden und dem ADH-Promoter (aulRer Doa4 und Ubiquitin) exprimierten,
wurden in seriellen Verdiinnungsreihen auf SC-Trp-Platten mit oder ohne Cycloheximid
bei 37°C inkubiert. B Menge an freiem Ubiquitin in Aufd3-Zellen mit den jeweils
angegebenen Plasmiden. Western Blot mit Anti-Ubiquitin-Antikérper, Pgk1 diente als
Ladekontrolle. C GST-Affinitdtschromatographie mit GST-Otu1. Durchfihrung und
Analyse wie in Abbildung 1. Links, Coomassie-gefarbtes SDS-Gel, rechts Blots mit den
jeweils angegebenen Antikérpern. D Bestatigung der Otul-Interaktoren durch
Immunprazipitation. Endogen exprimiertes Otu1-3myc wurde mit myc-Antikdrpern
prazipitiert und gebundene Faktoren wurden mit den angegebenen Antikérpern im Blot
nachgewiesen. Als Negativkontrolle dienten Wildtypzellen mit unmarkiertem Otu1.

Um Otul weiter zu charakterisieren, wurde ein GST-Otu1-
Fusionsprotein hergestellt und eine GST-Affinitatsreinigung durchgefuhrt.
Glutathion-Beads wurden mit GST-Otu1 beladen und mit einem Hefe-
Proteinextrakt inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden die Beads
mit einem Hochsalzpuffer eluiert, und das Eluat wurde mittels SDS-

Gelelektrophorese und Coomassie-Farbung analysiert. Das Eluat enthielt

eine prominente Bande bei 110 kD und zwei schwachere Banden von ca. 70
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und 40 kD (Abbildung 13C). Die drei Proteine konnten
massenspektrometrisch und im Western Blot als Cdc48, Npl4 und Ufd1
identifiziert werden. Im Western Blot konnten im Eluat zusatzlich Shp1, Ufd2
und Ufd3 detektiert werden. Die gefundenen Interaktionen wurden durch
Koimmunprazipitation aus Hefelysaten bestatigt. Dazu wurden Hefen benutzt,
die myc-epitopmarkiertes Otu1 vom endogenen Genlokus exprimierten,
Wildtyp-Zellen dienten als Negativkontrolle. In myc-Prazipitaten aus Otu1-
3myc-exprimierenden Zellen konnten spezifisch Cdc48, Shp1, Ufd3, Ufd1
und niedrige Mengen an Ufd2 nachgewiesen werden (Abbildung 13D). Damit
ist Otu1 ein neues Cdc48-Bindeprotein. Da Otu1 ein Cdc48-Interaktor und ein
high copy-Suppressor der Aufd3-Mutante ist, sind die Defekte der letzteren
Mutante wahrscheinlich zum Teil auch auf eine gestdrte Deubiquitinierung

von Cdc48-Substraten zurlickzufihren.

2.8 Domanenanalyse von Otu1

Um weitere Einsichten in die Funktionsweise von Otu1 zu gewinnen,
sollten als nachstes seine funktionellen Domanen definiert werden. Durch
vergleichende Sequenzanalyse kann man drei unterschiedliche Domanen in
Otu1 detektieren: die OTU-Domane mit dem katalytischen Cysteinrest an der
Position 120, eine putative Zinkbindedomane mit Ahnlichkeit zu einer
Ubiquitinbindestelle in Vertebraten-Npl4 (Meyer et al., 2002) nahe dem C-
Terminus und eine der UBX-Domane ahnliche Ubiquitin Fold-Domane
(Bruderer et al., 2004) in den ersten 80 Aminosauren (Abbildung 14A). Otu1
zeigte eine klare Deubiquitinierungsaktivitat gegen gereinigte, Uber Lys-48
vernetzte Ubiquitinketten, die durch die Mutation von Cystein 120 zu Serin
verlorenging und unabhangig von der Ubiquitin Fold-Domane war (Abbildung
14B). Ufd3 hingegen zeigte keine solche Aktivitat und beeinflusste die
Aktivitat von Otu1 nicht (Abbildung 14B und nicht gezeigt). Otu1 und die
katalytische Otu1 C720S Mutante binden gleichermal3en gut an Cdc48. Die
Deletion der Ubiquitin Fold-Domane fuhrt hingegen zum Verlust der Cdc48-
Interaktion. Die isolierte Ubiquitin Fold-Domane kann Cdc48 offensichtlich mit
Wildtyp-Affinitat binden (Abbildung 14C). Somit konnten die Hauptaktivitaten

von Otu1 klaren Bereichen des Proteins zugeordnet werden.
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Abbildung 14: Doméanenanalyse von Otu1. A Schematische Darstellung der Doméanen-
organisation von Otu1. B Deubiquitinierungsaktivitat von Otu1. 0,5ug Multiubiquitinketten
(n=2-7, Lysin 48-vernetzt) wurden mit je ca. 2ug der angegebenen Proteine Uber Nacht
bei Raumtemperatur inkubiert. Analyse mittels 8-20% Gelelektrophorese und Ubiquitin-
Blot. C Die Cdc48-Bindedomane von Otu1. Die angegebenen GST-Otu1-Fusionsproteine
wurden auf Glutathion-Beads immobilisiert und mit rekombinantem Cdc48 inkubiert. Nach
mehreren Waschschritten wurde das gebundene Material durch SDS-PAGE und
Coomassie-Farbung analysiert. D Die angegebenen immobilisierten GST-Fusionsproteine
wurden jeweils mit rekombinantem Cdc48, Cdc48 ND1 und Cdc48 D1D2 inkubiert. Nach
Waschschritten wurden gebundene Proteine im Cdc48-Blot detektiert. E Cdc48-
Abhangigkeit der Otu1-Ufd3-Interaktion. Immobilisiertes GST-Otu1 wurde mit Ufd3 mit
oder ohne Cdc48 inkubiert. Gebundenes Material wurde im Cdc48-Blot detektiert. F Fir
die Suppression der Aufd3-Mutante bendétigte Domanen von Otu1. Durchfilhrung wie in
Abbildung 13A.
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Wie durch die Homologie mit Npl4 zu erwarten war, ist die Otu1-Cdc48-
Interaktion abhangig von der Cdc48 N-Domane (Abbildung 14D). Die
beobachtete Interaktion zwischen Otu1 und Ufd3 wird von Cdc48 Uber seine
verschiedenen Bindestellen vermittelt (Abbildung 14E). Abschlielend wurde
untersucht, ob die beiden Eigenschaften von Otu1, Deubiquitinierungsaktivitat
und Cdc48-Bindung, fur die Suppression der Aufd3-Mutante erforderlich sind.
Dazu wurden Wildtyp-OTU1 und die beiden Mutanten otu?f C720S und
otu1AUBD jeweils auf Uberexpressionsplasmiden in Aufd3-Mutanten
transformiert und auf ihre Fahigkeit getestet, die Cycloheximid-Sensitivitat der
Mutante zu retten. Die katalytisch inaktive Mutante C120S konnte die
Lebensfahigkeit von Aufd3-Zellen auf Cycloheximid-Medium nicht signifikant
erhdhen, interessanterweise war oftu714AUBD dazu aber wie Wildtyp-OTU1T in
der Lage (Abbildung 14F).

2.9 Spt23 als Substrat fiir Ufd3 und Otu1

Die bisher gezeigten Daten suggerierten, dass Ufd3 und Otu1
zusammen als Ufd2-Gegenspieler wirken. Als nachstes sollte deshalb
untersucht werden, ob Ufd3 und Otu1 auch das endogene Ufd2-Substrat
Spt23 stabilisieren kdnnen. Zunachst wurde geprift, ob die beiden Faktoren
mit Spt23 interagieren. Dazu wurde myc-markiertes Spt23 in Wildtyp- oder
ufd1-2-Zellen Uberexprimiert und mit myc-Antikdrpern prazipitiert. Tatsachlich
konnten im Wildtyp-Prazipitat nicht nur Cdc48 und Ufd1 detektiert werden,
sondern auch endogenes Ufd3 und Otu1 (Abbildung 15A). Die Interaktionen
aller vier Faktoren mit Spt23 war in ufd71-2-Zellen stark vermindert, was auf
ein epistatisches Verhaltnis zwischen Cdc48 und Ufd3 bzw. Otu1 und auf eine
Interaktion mit dem aktiven p90-Fragment im Zellkern hinwies (Rape et al.,
2001). Um den Einfluss von Ufd3 und Otu1 auf den Abbau des p90-
Fragmentes zu untersuchen, wurde die Stabilitat von p90 in Promoter shutoff-
Experimenten in Zellen untersucht, die Ufd3, Otu1 oder beide Faktoren
zusammen Uberexprimierten. Uberraschenderweise hatte die Expression von
Ufd3 alleine keinen groRRen Einfluss auf die Stabilitat von p90 (Abbildung
15B). Durch Uberexpression von Otu1 wurde p90 hingegen deutlich
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Abbildung 15: Spt23 als Substrat fiir Ufd3 und Otu1. A myc-markiertes Spt23 wurde
aus Zelllysaten immunprazipitiert. Gebundene Proteine wurden im Western Blot detektiert.
Nichtinduzierte Zellen dienten als Negativkontrolle. B, C, D Einfluss von Ufd3 und Otu1
auf die Stabilitdt von Spt23. Analyse durch GAL-Promotor Shutoff/ Cycloheximid Chase. B
Uberexpression von Ufd3 und Otu1. C Otu1-Deubiquitinierungsaktivitat ist nétig fur die
Stabilisierung von Spt23. D Ufd3 ist notwendig fir den Otu1-Uberexpressionseffekt.
Spt23-Shutoffs in Aufd3-Zellen mit oder ohne Ubiquitin- und Otu1-Uberexpression. E
Modulation der Olséuresensitivitat von Aufd2-Zellen durch Deletion von UFD3 oder OTU1.
Serielle Verdiinnungsreihen der angegebenen Mutanten auf YPD-Medium mit oder ohne
Olsaure. Um eventuelle Nebeneffekte durch Ubiquitindepletion zu vermeiden, trugen alle
Stamme integrative UBI4-Plasmide. F Uberexpression von Ufd3 und Otu1 in Aufd2-Zellen.
Serielle Verdinnungsreihen auf SC-Medium oder SC-Medium mit 0,2% Olséure.
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stabilisiert, und die Koexpression von Ufd3 und Otu1 fuhrte ebenfalls zu einer
— oft noch starkeren — Stabilisierung von p90. Als weitere Kontrolle wurde der
Einfluss der katalytisch inaktiven otu1 C7120S-Mutante auf die p90-Stabilitat
untersucht (Abbildung 15C). Im Gegensatz zu Wildtyp-Otu1 fluhrte die
Expression dieser Mutante nicht zu einer Stabilisierung von p90, vielmehr
schien es, dass Spt23 p90 zusatzlich destabilisiert wird. Dies kdnnte ein
Hinweis auf einen dominant-negativen Effekt der katalytischen Mutante sein —
also indirekt darauf, dass die p90-Stabilitdat auch durch endogenes Otu1
reguliert wird.

Der Effekt der Otu1-Uberexpression auf die p90-Stabilitdt war
uberraschend grof3 und weitgehend unabhangig von der Koexpression von
Ufd3. Entweder ist der beobachtete Effekt also unabhangig von Ufd3, oder die
endogene Menge an Ufd3 ist ausreichend, um den Otu1-Effekt zu erzielen.
Um zwischen diesen Moglichkeiten zu unterscheiden, wurde der Einfluss der
Otu1-Uberexpression auf Spt23 in Aufd3-Mutanten untersucht. Dabei musste
bertcksichtigt werden, dass die Depletion von Ubiquitin in diesen Mutanten zu
einer unspezifischen, starken Stabilisierung der meisten Ubiquitin-abhangigen
Abbausubstrate fuhrt. Dies war auch fur Spt23 der Fall, und zwar sowohl bei
der Ubiquitin-abhangigen Prozessierung von p120 und — extrem stark — beim
Abbau des p90-Fragmentes (Abbildung 15D). Die Expression von Ubiquitin
vom CUP1-Promotor revertierte diese Stabilisierung jedoch weitgehend.
Wenn Otu1 in Aufd3-Mutanten mit zusatzlichem Ubiquitin Gberexprimiert
wurde, flUhrte dies zu keiner nennenswerten Veranderung der Abbaukinetik
(Abbildung 15D). Ufd3 konnte also fur die volle Aktivitat von Otu1 ndétig sein.

Die Interpretation von Uberexpressionsphanotypen ist manchmal
schwierig, da die Uberexpression eines Faktors auch zu unerwiinschten,
unspezifischen Nebeneffekten fihren kann. Um /loss-of-function-Evidenz fur
die Funktion von Ufd3 und Otu1 als Antagonisten von Ufd2 im Spt23-Abbau
zu finden, wurden Aufd2 Aotu1 und Aufd2 Aufd3-Doppelmutanten untersucht.
Die Stabilisierung von Spt23 in Aufd2-Mutanten fuhrt in diesen Zellen zu einer
Hypersensitivitat gegen Olsdure, das Endprodukt des OLE1-Aktivierungswegs
(Doktorarbeit M. Rape, Universitat Bayreuth). Wenn nun Ufd3 und Otu1
stabilisierend auf Spt23 wirken, konnte die Deletion von UFD3 oder OTU17 im
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Aufd2-Hintergrund zu einer partiellen Destabilierung von Spt23 fuhren und
somit zu einer Suppression der Olsaure-Sensitivitdt der Aufd2-Mutante. Um
potentielle Nebeneffekte durch die Ubiquitindepletion in Aufd3-Mutanten zu
vermeiden, wurden alle Stamme fur diesen Versuch mit einem integrativen
UBI4-Plasmid transformiert. Im entsprechenden Versuch waren Aufd2-
Mutanten extrem empfindlich gegen Olséure, wahrend Aotu7-Mutanten und
Aufd3-Mutanten keine offensichtlichen Wachstumsdefekte zeigten (Abbildung
15E). Die jeweiligen Doppelmutanten Aufd2 Aotu1 und Aufd2 Aufd3 zeigten
zwar klare Wachstumsdefekte auf Olsduremedium, wuchsen aber dennoch
deutlich besser als die Aufd2-Einzelmutante, supprimierten ihren Phanotyp
also partiell. Dieser Befund war konsistent mit der Annahme, dass Ufd2 und
Ufd3/Otu1 antagonistische Wirkungen auf den p90-Abbau haben.

Die Olsaure-Sensitivitat von Aufd2-Mutanten ist auf Vollmedium am
starksten, auf synthetischen Olsduremedien zeigen diese Zellen relativ
robustes Wachstum. Durch Uberexpression von OTU1 kénnen Aufd2-Zellen
aber auch auf SC-Medium gegen Olsaure sensitiviert werden (Abbildung

15E). Dies spricht ebenfalls flr das oben dargelegte Modell.

2.10 Ist die Substratweitergabe von Cdc48 auf Ufd2/Ufd3 ATP-abhangig?

Die bisherigen Daten sprechen fur ein Modell, in dem ein an Cdc48
gebundenes Substrat an Ufd2 oder Ufd3/Otu1 weitergegeben und von diesen
dann entsprechend ihrer Aktivitat modifiziert wird. Der Mechanismus dieser
Substratweitergabe ist aber noch weitgehend unklar. Eine offene Frage ist
zum Beispiel, ob die ATP-Hydrolyse durch Cdc48 bei diesem Prozess eine
Rolle spielt, und ob dies durch Ufd2 und Ufd3 beeinflusst wird. Deshalb wurde
der Effekt von ATP und Ufd2/3 auf die Interaktion zwischen einem Substrat
und Cdc48 untersucht. Das UFD-Protein Ub-P-p-Galaktosidase ist ein gut
charakterisiertes Cdc48-Substrat, und man findet gut detektierbare Mengen
an Cdc48 in Ub-P-pB-Galaktosidase-Prazipitaten aus Zelllysaten (Abbildung
16A). Die Zugabe von 5 mM ATP oder ADP zum Versuchsansatz unterbrach
diese Interaktion, jedoch nicht die Gabe von 5 mM des nicht-hydrolisierbaren
ATP-Analogs AMPPNP. Das cdc48-1-Allel hat eine Mutation im ,Walker B“-
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Abbildung 16: ATP-Abhidngigkeit verschiedener Cdc48-Interaktionen. A Einfluss
verschiedener Nukleotide und Mutanten auf die Cdc48-Substrat-Interaktion. Die jeweiligen
Stdmme exprimierten entweder Bgal oder Ub-P-Bgal. Nach Zell-Lyse wurden 5 mM des
jeweils angegebenen Nukleotids zugegeben. Nach einer Stunde Inkubation wurden die
Bgal-Derivate aus dem Zelllysat immunprazipitiert, und das gebundene Cdc48 wurde im
Western Blot detektiert. B Einfluss von ATP oder ADP auf die Interaktion zwischen Ufd2
oder Ufd3 und Cdc48. Immobilisiertes GST, GSTUfd2 oder Ufd3GST wurden mit
rekombinantem Cdc48 in der Gegenwart von 5 mM ATP oder ADP inkubiert, gebundenes
Cdc48 wurde im Western Blot detektiert.

Motiv der D1-ATPase-Domane (Christian Schuberth, persdnliche Mitteilung)
und das kodierte cdc48-1-Protein konnte daher eine langsamere ATP-
Hydrolyserate haben. Die Gabe von ATP oder ADP hatte interessanterweise
keinen Einfluss auf die Interaktion zwischen Ub-P-p-Galaktosidase und dem
cdc48-1-Mutantenprotein. Die ATP-Hydrolyse in der D1-Domane koénnte also
fur die Substratfreigabe von Cdc48 bendtigt werden. Im entsprechenden
Experiment in Aufd2 Aufd3-Doppelmutanten wurde die Interaktion zwischen
Cdc48 und Ub-P-p-Galaktosidase hingegen wie im Wildtyp durch die Zugabe
von ATP oder ADP, aber nicht AMPPNP, unterbrochen. Dieses Ergebnis
spricht daflir, dass die Substratweitergabe von Cdc48 auf Ufd2/Ud3 nicht mit
einer Ufd2/3-induzierten  ATPase-Aktivitat von Cdc48 einhergeht.
Dementsprechend wird die Interaktion zwischen Ufd2/Ufd3 und Cdc48 in
GST-Pulldown-Experimenten auch nicht von zugesetzten Nukleotiden
beeinflusst (Abbildung 16B). Am wahrscheinlichsten ist also, dass die
Interaktion von Ufd2 und Ufd3 mit Cdc48 der Erhohung der lokalen
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Konzentration der beiden ersteren Faktoren dient, damit sie von Cdc48

losgeloste Substrate effizient ,abfangen® und prozessieren kénnen.
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3 Diskussion

Die AAA-ATPase Cdc48 und ihre Interaktionspartner sind wichtige
Komponenten des Ubiquitin-Proteasom-Systems und vermitteln den Abbau
ubiquitinierter Substratproteine. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
die Stabilitdt von Cdc48-Substraten durch die Cdc48-Bindeproteine Ufd2 und
Ufd3 moduliert bzw. reguliert werden kann. Dabei wirken Ufd2 und Ufd3 als
jeweils pro- bzw. anti-degradative Faktoren und somit antagonistisch. Cdc48-
und Ufd2-abhangige Abbausubstrate werden Uber die Rezeptorproteine
Rad23 und Dsk2 zum Proteasom geleitet. Die Substratweitergabe scheint
dabei durch eine direkte Interaktion zwischen Ufd2 und den
Rezeptorproteinen vermittelt zu werden. Ufd3 interferiert mit diesem
Abbauweg, indem es mit Ufd2 um eine Cdc48-Bindestelle kompetiert, und
bewirkt so die Stabilisierung von Cdc48-Substraten. Mindestens in manchen
Fallen scheint Ufd3 dabei mit dem neu identifiziertem Deubiqitinierungsenzym

Otu1 zu kooperieren.

3.1 Ufd2 interagiert mit Proteasomrezeptoren — ein Fall von substrate
channeling

In Affinitatsreinigungsexperimenten konnten die beiden proteasomalen
Rezeptorproteine Rad23 und Dsk2 als Interaktoren von Ufd2 identifiziert
werden. Beide Proteine sind in den Abbau von UFD-Substraten impliziert
(Rao und Sastry, 2002), und es konnte hier gezeigt werden, dass sie
ebenfalls flr den effizienten Abbau des endogenen Ufd2-Substrates Spt23
p90 bendtigt werden. Dabei sind sie partiell redundant mit einem weiteren
proteasomalen Rezeptor, Rpn10. Epistatische Analysen der
Wachstumsphanotypen und der Olsduresensitivitit von Doppel- und
Tripelmutanten ergaben, dass Ufd2 und Rad23/Dsk2 strikt epistatisch sind,
wahrend zusatzliche Deletion von Rpn10 schwerere Defekte hervorrief. Diese
Daten konnen durch ein Modell erklart werden, in dem Ufd2 seine -
multiubiquitinierten — Substrate obligatorisch an Rad23/Dsk2 weitergibt. Es
scheint aber zumindest fur Spt23 p90 noch einen weiteren Abbauweg zu
geben, der vom Rezeptor Rpn10 abhangt und parallel zum beschriebenen

Weg aktiv ist. Ob dieser Abbauweg noch von einer anderen Ubiquitinligase
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als Ufd2 abhangt, ist unklar. Die hohe Redundanz der Substraterezeptoren ist
bemerkenswert: die Ufd2-assoziierten Rezeptoren Rad23 und Dsk2 scheinen
im Ubiquitinsystem weitgehend Uberlappende Funktionen zu haben, und
mindestens im UFD- (Lambertson et al., 1999) und im OLE7-Aktivierungsweg
sind ihre Funktionen noch teilweise redundant mit Rpn10. Die genauen
Beitrage der jeweiligen Rezeptoren lassen sich indes nur schwer ermitteln, da
die Rolle von Rpn10 in der Substratrezeption noch nicht vollstandig aufgeklart
ist. Jungere Ergebnisse lassen vermuten, dass die VWA-Domane von Rpn10
auch fur effiziente proteasomale Substraterkennung Uber Rad23 bendtigt wird
(Verma et al., 2004). Trotzdem ist es interessant, dass bis zu drei
verschiedene, redundante Faktoren mit Rezeptorfunktion an der
proteasomalen Erkennung von UFD-Substraten und Spt23 p90 beteiligt sind.
Dies unterstreicht die aulerordentliche Wichtigkeit des erleichterten
Substrattransports zum Proteasom. Insgesamt ist der UFD- oder Spt23-
Abbauweg ein Beispiel fur substrate channeling, da die Abbaufaktoren das
Substrat systematisch zum nachsten Partner weiterreichen zu scheinen
(Abbildung 17).

1. Aktivierung 2. Multiubiquitinierung 3.Transport 4. Abbau
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Abbildung 17: Epistasis im Cdc48-vermittelten Proteinabbau. Gezeigt ist die Abfolge
der Interaktionen, die ein UFD-Substrat (grau) wahrend des Abbauprozesses mit den
verschiedenen UFD-Faktoren eingeht.
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3.2 Ufd3 ist ein Ufd2-Antagonist
Die Funktion von Ufd3 war lange Zeit unklar. Es war bekannt, dass Ufd3

ein Cdc48-Bindeprotein ist und dass einige Substrate des Ubiquitin-

Proteasom-Systems in Aufd3-Mutanten stabilisiert werden. Dies sprach fur

eine positive Funktion im Abbau. Allerdings besitzen Aufd3-Mutanten

abnormal niedrige Mengen an freiem Ubiquitin, und die zusatzliche

Expression von Ubiquitin scheint eine Reihe der beschriebenen Defekte

aufzuheben (Johnson et al., 1995, Ghislain et al., 1996, Ogiso et al., 2004).

Dieser Defekt ist auf aberranten Ubiquitinabbau in der Mutante

zuruckzufuhren. Vergleichbare Stérungen in der Ubiquitin-Homoostase und

daraus folgende, indirekte proteolytische Defekte und Hypersensitivitat gegen
verschiedene Inhibitoren wie etwa den Translationsinhibitor Cycloheximid sind
aber typische Phanotypen flr Mutanten in Deubiquitinierungsenzymen wie

etwa Aubp6 oder Adoa4 (Amerik et al., 1997, Swaminathan et al., 1999,

Leggett et al., 2002, Amerik und Hochstrasser, 2004). Tatsachlich sind Aufd3-

Mutanten ebenfalls hypersensitiv gegen Cycloheximid. Diese Ahnlichkeiten

sprechen also wiederum fur eine stabilisierende Funktion von Ufd3 im

Ubiquitinsystem — und eventuell auch fur eine Verbindung zur

Deubiquitinierung. Dafur spricht auch eine synthetische Lethalitdt zwischen

Aufd3- und Aubp6-Mutanten auf Cycloheximidplatten. Ufd3 zeigt allerdings

selbst keine Deubiquitinierungs-aktivitat. Die hier prasentierten Befunde

sprechen insgesamt fur eine Rolle von Ufd3 als Inhibitor (oder Modulator) des

Cdc48- und Ufd2-abhangigen Proteinabbaus:

- die biochemische Analyse der Cdc48-Interaktionen zeigt, dass Ufd3 die
gleiche Bindestelle auf Cdc48 besitzt wie Ufd2. Die beiden Faktoren
kompetieren um die Cdc48-Bindung,

- im Gegensatz zu Ufd2 bindet Ufd3 nicht an proteasomale
Substratrezeptoren wie Rad23 und Dsk2,

- in vivo fUhrt die Uberexpression von Ufd3 zu einer Storung des Ufd2-
abhangigen UFD-Abbauweges. Dieser Effekt kann durch die
Uberexpression der Cdc48-Bindedomane von Ufd3 allein teilweise

reproduziert werden,
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- der niedrige Level von Ubiquitin in Aufd3-Mutanten ist offensichtlich auf
aberranten  Ubiquitinabbau  zurickzufthren. Die  Analyse von
Doppelmutanten zeigt, dass dieser Abbau Ufd2- und proteasomabhangig
ist. Deletion von UFDZ2 supprimiert ebenfalls die Cycloheximidsensitivitat
von Aufd3-Mutanten. Genetisch scheint also UFD3 ein Antagonist von
UFD2 zu sein.

Diese Befunde konnen in einem einfachen Modell erklart werden.
Sowohl Ufd2 als auch Ufd3 binden Cdc48-Substratkomplexe und kénnen die
betreffenden Substrate von Cdc48 Uubernehmen. Dabei kompetieren sie um
die Bindung an Cdc48. Die Bindung von Ufd2 fuhrt zur Multiubiquitinierung
und zum Abbau des gebundenen Substrats, wahrend die Bindung von Ufd3
dies verhindert und zur Stabilisierung und gegebenenfalls auch zur
Deubiquitinierung des Substrates flihren kann (Abbildung 18). Durch
Uberexpression von Ufd3 werden Cdc48-Substrate praferentiell stabilisiert.
Eine mogliche Erklarung fur den Aufd3-Mutanten-Phanotyp ist, dass
normalerweise stabile, durch Ufd3 geschutzte Cdc48-Substrate von Ufd2
multiubiquitiniert und zusammen mit der Ubiquitinkette abgebaut werden

konnten.

3.3 Das Deubiquitinierungsenzym Otu1 ist ein high copy-Suppressor

der Aufd3-Mutante und konnte mit Ufd3 kooperieren

Der Ubiquitindefizienz-Phanotyp der  Aufd3-Mutante und die
synthetischen Phanotypen mit der Aubp6-Mutante sprachen fur eine direkte
Rolle von Ufd3 in der Deubiquitinierung von spezifischen Substraten. Da Ufd3
keine Deubiquitinierungsaktivitat besitzt, blieb die Moglichkeit, dass es
stattdessen mit einem Deubiquitinierungsenzym kooperiert oder in einem teils
redundanten Verhaltnis zu einem Deubiquitinierungsenzym steht. Ein solches
Enzym sollte genetisch als high copy-Suppressor der Aufd3-Mutante
funktionieren. Tatsachlich konnte das OTU-Domanenprotein Otu1 als ein
partieller Suppressor der Cycloheximidsensitivitat von Aufd3 identifiziert
werden. Eine Reihe von Befunden in dieser Arbeit sprechen zusatzlich dafur,
dass Ufd3 und Otu1 funktionell miteinander kooperieren (Abbildung 18). So
bindet Otu1 Uber seine Ubiquitin Fold-Domane (Bruderer et al., 2004) direkt
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an Cdc48. Diese Interaktion erfolgt an der N-Domane, so dass Ufd3 und Otu1
gleichzeitig an Cdc48 binden kdnnen. Sowohl Ufd3 als auch Otu1 interagieren
mit dem Cdc48-Substrat Spt23 p90 in einer Ufd1-abhangigen Weise, und die
Uberexpression von Otu1 fiihrt zu einer Stabilisierung von Spt23 p90. Dies ist
nicht der Fall fir Ufd3, aber es scheint, dass Ufd3 flr den stabilisierenden
Effekt von Otu1 erforderlich ist (Abbildung 15D).

Andererseits konnte kein stimulierender Effekt von Ufd3 auf die in vitro-
Aktivitat von Otu1 beobachtet werden. Hinzu kommt, dass Aotu1-Mutanten
keine ausgepragte Ubiquitindefizienz aufweisen (nicht gezeigt). Mogliche
Erklarungen hierflir sind, dass noch ein zweites, mit Otu1 redundantes
Deubiquitinierungsenzym exisitiert, oder dass nicht alle Ufd3-Substrate auch
von Otu1 deubiquitiniert werden mussen und die Kompetition von Ufd2 zur
Verhinderung des Abbaus bestimmter Substrate ausreicht. Flur die erstere
Variante spricht, dass die Uberexpression einer katalytisch inaktiven Mutante
von Otu1 (otu1 C120S) eine destabilisierende (also dominant-negative)
Wirkung auf Spt23 p90 hat (Abbildung 15C).

Ub-pgal

Rad23
Dsk2
Proteasomaler Stabilisierungdurch  Stabilisierung durch thjl:?imz:ﬁ:ilenr?jgur&:d
Abbau Kompetition Deubiquitinierung q 9

Kompetition

Abbildung 18: Modell fiir die verschiedenen Modi von Cdc48 im Ubiquitinsystem.
Cdc48 ist beige, die Cryo-EM-Struktur ist die des Saugetierhomologen-p97 (Zhang et al.,
2000). Gezeigt sind die verschiedenen Modi fiir Abbau (A) und Ufd3-oder Otu1-abhangige
Substratstabilisierung (B-D).
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3.4 Die Stabilitat von Spt23 ist modulierbar

Der Transkriptionsfaktor Spt23 p90 ist ein kurzlebiges Protein und ein
Substrat des Cdc48- und Ufd2-abhangigen Abbauweges. Interessanterweise
kann Spt23 p90 mit den negativen Abbau-Regulatoren Ufd3 und Otu1
interagieren. Ausserdem kann die Olsauresensitivitét der Aufd2-Mutante, die
auf Hyperaktivitat von Spt23 p90 beruht, durch die zusatzliche Deletion von
UFD3 oder OTU1 partiell behoben werden. Diese Ergebnisse suggerieren,
dass Spt23 p90 kein konstitutives Abbausubstrat ist. Vielmehr wird die p90-
Stabilitdt durch ein Gleichgewicht zwischen Ubiquitinierung (Ufd2) und
Stabilisierung/Deubiquitinierung  (Ufd3/Otu1) reguliert. Unter normalen
Laborbedingungen scheint dieses Gleichgewicht auf der Seite von Ufd2 zu
liegen. Man kann aber spekulieren, dass es unter gewissen metabolischen
Bedingungen fur Zellen von Vorteil sein konnte, Spt23 p90 mittels Ufd3 und

Otu1 zu stabilisieren und dadurch seine Aktivitat zu erhohen.

3.5 Es gibt verschiedene Typen von Cdc48-Interaktoren
Ein Charakteristikum von Cdc48 ist seine groRe Zahl von

Interaktionspartnern. Dabei scheinen der Ufd1/Npl4-Komplex und Shp1 als

Substratadaptoren zu wirken (Kondo et al., 1997, Rape et al., 2001, Meyer et

al., 2002). Wegen dieser essentiellen Rolle im Mechanismus von Cdc48 sind

die Wachstumsphanotypen von 4shp1- und konditionalen ufd1- oder npl4-

Mutanten schwer. Die anderen Cdc48-Interaktoren Ufd2, Ufd3, Otu1 und die

UBX-Domanenproteine Ubx2-Ubx7 scheinen aber fur die Substratbindung

von Cdc48 nicht bendtigt zu sein, die entsprechenden Wachstumsphanotypen

sind deutlich schwacher. Wahrend Ufd2, Ufd3 und Otu1 wahrscheinlich ihre

Substrate von Cdc48 empfangen und somit als ,substratprozessierende”

Faktoren wirken, scheint Ubx2 die Lokalisierung von Cdc48 am

Endoplasmatischen Retikulum zu beeinflussen (Schuberth und Buchberger,

2005). Interessanterweise interagieren diese Faktoren je nach Funktion

unterschiedlich mit Cdc48 (Abbildung 18):

- die Substratadaptoren Ufd1/Npl4 und Shp1 besitzen jeweils eine UBX-
oder UBX-ahnliche Ubiquitin-Fold-Domane sowie eine weitere Cdc48-
Interaktionsstelle, die beide mit der N-Domane von Cdc48 interagieren
(Uchiyama et al., 2002, Bruderer et al., 2004, Schuberth et al., 2004),
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- die substratprozessierenden Faktoren Ufd2 und Ufd3 interagieren mit
der D2-Region von Cdc48,

- Otu1 und Ubx2-Ubx7 interagieren zwar mit der N-Domane, benutzen
daflr aber nur eine UBX-Domane und haben im Gegensatz zu den
Substratadaptoren Ufd1/Npl4 und Shp1 wahrscheinlich keine weitere
Cdc48-Bindestelle.

Faktoren unterschiedlichen Typs konnen auch gleichzeitig an Cdc48
binden und Uberbrickte Komplexe bilden. Faktoren gleichen Typs wie die
Adaptoren Shp1 und der Ufd1/Npl4-Komplex (Meyer et al., 2000) oder die
~Substratprozessierenden“ Faktoren Ufd2 und Ufd3 kénnen nicht gleichzeitig
binden. Otu1 und Ubx2 (Schuberth und Buchberger, 2005) kdnnen an
Cdc48-Adaptorkomplexe binden, ob aber gleichzeitig mehrere UBX-Proteine
dieses (,Nur-UBX*-) Typs an Cdc48 binden kénnen, ist noch nicht untersucht
worden.

Da offensichtlich mindestens ein weiteres UBX- bzw. Ubiquitin Fold-
Domanenprotein zusatzlich zu den Adaptoren (entweder Ufd1/Npl4 oder
Shp1) an Cdc48 binden kann, kann die UBX-Domane nicht die Exklusivitat
der Bindung vermitteln. Prinzipiell sollte es auf dem Cdc48-Hexamer auch
drei bis sechs UBX-Bindestellen geben (Dreveny et al., 2004). Da aber die
beiden Adaptoren nicht gleichzeitig binden kdénnen, kann man spekulieren,
dass die zweite Bindestelle der Adaptoren eine ,Exklusivitatsdeterminante”
ist, d. h., wenn diese zweite Bindestelle auf Cdc48 besetzt ist, werden weitere
Faktoren mit derselben Bindestelle sterisch ausgeschlossen. Welche
Eigenschaften von Ufd2 und Ufd3 die jeweils exklusive Bindung bedingen, ist
unklar, da auch hier theoretisch mehrere Bindestellen pro Cdc48-Hexamer
zur Verfugung stehen koénnten. Da Ufd2 und Ufd3 spezifische Cdc48-
Substrate prozessieren, konnte hierbei auch ein an Cdc48 gebundenes
Substrat eine Rolle spielen.

Insgesamt ist also Cdc48 Uber ein Netz von Protein-Protein-Interaktionen
in das Ubiquitin-Proteasom-Sytem eingebettet, und das ,Schicksal seiner

Substrate wird von eben diesen Interaktionspartnern bestimmt.
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4 Material und Methoden

4.1 Materialien

Sofern nicht anders vermerkt, wurden analysenreine Chemikalien und
Reagentien der Firmen Aldrich, Applied Biosystems, Biomol, Biorad, Difco,
Fluka, Invitogen, Kodak, Merck, Roth, Riedel de Haen, Serva oder Sigma
verwendet. Molekularbiologische Reagenzien, Restriktionsenzyme und die
meisten anderen Enzyme wurden von den Firmen New England Biolabs,
Roche, MBI, Pharmacia und Promega bezogen. Es wurde ausschliel3lich

deionisiertes Wasser verwendet.

Computeranalysen
Datenbankrecherchen  (Sequenzsuche und -vergleiche) sowie
Literaturrecherchen wurden meistens beim National Center for Biotechnology

Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov) durchgefuhrt. Peptidmassen aus

massen-spektrometrischen  Analysen wurden auf der Internetseite

http://www.expasy.org mit dem Programm Peptident identifiziert. Als

Informationsdatenbanken fur Hefegene wurden sowohl die Saccharomyces

Genome Database (SGD, http://www.yeastgenome.org) als auch YPD

(http://www.proteome.com) benutzt. Far DNA-Sequenzanalysen

(Restriktionskarten, DNA-Sequenzierung, Primerdesign) wurden die

Programme Lasergene oder DNAStar (DNA Star Inc.) verwendet.

Kommerziell erhaltliche Antikorper

Polyclonale anti-myc-Antikdrper (sc789), monoklonale HA-Antikorper
(12CA5 oder F7), monoklonale myc-Antikérper (9E10) und monoklonale
Ubiquitin-Antikorper (P4D1) waren von Santa CruzBiochemicals. Monoklonale
Pgk1- und GST-Antikorper waren von Molecular Probes, monoklonale B-
Galaktosidase-Antikorper (Z378A) von Molecular Probes. Sekundare anti-

Kaninchen- und anti-Maus-Antikdrper waren von Dianova.
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Standardpuffer
PBS (Phosphate buffered Saline), TE (Tris-EDTA) und TBE (Tris-Borat-
EDTA) wurden nach Standardrezepten gemischt (Ausubel, 2001).

E. coli-Stamme

XL1-Blue: supE44, hsd R17, rec A1, gyr A46, thi, rel A1, lac-, F’ [proAB +, lac
Iq, LacZ M15, Tn10(tet r)]

BL21-Codon Plus (DE3)-RIL E. coli B F- ompT hsdS(rs- mg-) dem+Tet gal |
(DE3) endA Hte [argU ileY leuW Cam’]

TG1: D(lac, pro), supE, thi, hsd D5, F’[Tra D36pro+, lac Iq, lacZ DM15]

E. coli-Expressionsvektoren

pET21d (Novagen)

pSEB21d modifizierter pET21d flr C-terminale GST-Fusionen
PGEX-4T Serie (Pharmacia)

E. coli-Medium
Luria-Bertani-Medium (LB): 1% Trypton (Difco), 0,5% Hefeextrakt (Difco), 1%
NaCl

Steril autoklavieren. Fur Agarplatten wurde 1,5% Agar zugegeben.

Hefevektoren

p424GAL1 (Mumberg et al., 1994)
p424ADH

p415GPD beide (Mumberg et al., 1995)
YEplac181

YEplac195

Yiplac128 alle (Gietz und Sugino, 1988)

Hefemedien

YPD: 1% Bacto Yeast Extract (Difco), 2% Bacto-Pepton (Difco), 2% Glukose
YPGal wie YPD, 2% Galaktose statt Glukose

SC-Medium: 2% Kohlenstoffquelle (Glukose, Raffinose, Galaktose), 0,67%
Yeast Nitrogen Base (Difco), 0,2% drop out Aminosaure-Mix (Burke, 2000).

Far Agarplatten wurde jeweils 2% Agar zugegeben.
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YPD G418 zur Selektion auf Kanamycin-resistente Zellen — YPD nach
Autoklavieren auf 50°C abkuhlen lassen, Zugabe von 200 mg/l G418 Pulver
(Sigma)

Olsaure-Platten — nach Abkiihlen auf 50°C wurden 4 ml einer 1:1-Mischung
von Olsdure (Sigma) und NP40 (Fluka) pro Liter Medium zugegeben. Generell
wurden publizierte Protokolle verwendet (Guthrie, 1991, Burke, 2000).

Hefestamme
Wenn nicht anders angegeben, sind alle Stamme isogen zu DF5 (Finley et al.,
1987).
Name Genotyp
YWO1 DF5a: MATa, his3-4200, leu2-3,2-112, lys2-801, trp1-1 (am),
ura3-52
YWO2 DF5a: MATa
SCY43 Aufd3::HIS3 MAT«
SCY44 Aufd3::HIS3 MATa
EJY134  Aufd2::LEU2 MATa
EJY135  Aufd2::LEU2 MAT«
Aufd2::LEU2, Aufd3::HIS3
SCY35 ufd1-2 MATa
SCY36 ufd1-2 MATa
cdc48-1
cdc48-6 MATa
cdc48-6 MAT«a
YWO74 Apre1::TRP1, pSE362pre1-1
Aubp6::kanMX4, MATa
Aubp6::kanMX4, MAT«

M35 Ashp1::kanMX4, MATa
SCY47 Arpn10::HIS3, MATa
npl4-1 MATa

SCY54 Aufd2::LEUZ2 Arpn10::HIS3
YMR31 NPL4-3myc::kanMX4
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YMR32 ufd1-2 NPL4-3myc::kanMX4

YMR68 NPL4-3HA::kanMX4

YMR71 Aufd2::LEU2 NPL4-3HA::kanMX4

SRY1 Aufd3::HIS3 NPL4-3HA::kanMX4

SRY2 Aotu1::kanMX4 MATa

SRY3 Aotu1::kanMX4 Aufd2::LEU2

SRY4 OTU1-3myc::kanMX4

SRY5 Adsk2::kanMX4

SRY6 Arad23::kanMX4 Adsk2::kanMX4

SRY7 Arad23::kanMX4 Adsk2::kanMX4 Aufd2::LEU2

SRY8 Arad23::kanMX4 Adsk2::kanMX4 Arpn10::HIS3

SRY9 Arad23::kanMX4 Arpn10::HIS3

SRY10 Apre1::TRP1, pSE362pre1-1 Aufd3::HIS3

YCHO029  Adsk2::kanMX4 Aufd2::LEU2

YCH132  Arad23::kanMX4 Aufd2::LEU2

RH448 leu2 his4 lys2 ura3 bar1 MATa (Testerstamm, nicht isogen zu
DF5)

RC757 his6 met1 sst2-1 cyh2 can1MAT«a (Testerstamm)

Verwendete Plasmide

Soweit nicht anders angegeben, in dieser Arbeit hergestellt.

Name Verwendungszweck

pSEB21d UFD3 Rekombinantes C-terminal GST-markiertes
Ufd3

pSEB21d UFD3 1-288 GST-markiertes Ufd3-Fragment

pSEB21d UFD3 1-426 GST-markiertes Ufd3-Fragment

pSEB21d UFD3 1-494 GST-markiertes Ufd3-Fragment

pSEB21d UFD3 288-715 GST-markiertes Ufd3-Fragment
pSEB21d UFD3 360-715 GST-markiertes Ufd3-Fragment
pSEB21d UFD3 426-715 GST-markiertes Ufd3-Fragment
pET21d UFD3 Rekombinantes C-terminal his-markiertes Ufd3
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pGEX4-T1 CDC48
pGEX4-T1 CDC48 N
pGEX4-T1 CDC48 D1D2
pQE30 CDC48 ND1
pGEX4-T1 SHP1
pGEX4-T1 OTU1
pGEX4-T1 OTU1 C120S
pGEX4-T1 OTU1 AUBD
pGEX4-T1 OTU1 UBD
p424GAL1 FLAG-UFD3
p424GAL1 FLAG-UFD3 1-
426

p424GAL1 FLAG-UFD3 1-
494

p424GAL1 FLAG-UFD3
360-715

p424GAL1 FLAG-UFD3
426-715

p424ADH FLAG-UFD3
p424ADH UBP6
p424ADH OTU1
p424ADH otu1 C120S
p424ADH otu1 AUBD
P415GPD OTU1
p424ADH OTU?2

YEp112 DOA4

Yiplac128 UBI4
YEp181 mycUFD3

YEp195 mycUFD3

Rekombinantes GST-markiertes Cdc48
GST-markiertes Cdc48-Fragment
GST-markiertes Cdc48-Fragment
Hisg-markiertes Cdc48-Fragment
GST-markiertes Shp1

GST-markiertes Otu1

GST-markierte Otu1-Mutante
GST-markiertes Otu1-Fragment
GST-markiertes Otu1-Fragment
Induzierbare Ufd3-Expression in Hefe
Induzierbare Ufd3-Fragment-Expression in
Hefe

Induzierbare Ufd3-Fragment-Expression in
Hefe

Induzierbare Ufd3-Fragment-Expression in
Hefe

Induzierbare Ufd3-Fragment-Expression in
Hefe

Konstitutive Uberexpression von Ufd3
Konstitutive Uberexpression von Ubp6
Konstitutive Uberexpression von Otu1
Konstitutive Uberexpression von otu1 C120S
Konstitutive Uberexpression von otu1 AUBD
Konstitutive Uberexpression von Otu1
Konstitutive Uberexpression von Otu2
Konstitutive Uberexpression von Doa4, (S.
Schlenker)

Integratives UBI4-Plasmid

Konstitutive Uberexpression von Ufd3, (T.
Hoppe)

Konstitutive Uberexpression von Ufd3, (T.

Hoppe)
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4.2 Molekularbiologische Methoden

Generell richteten sich die Methoden nach publizierten Protokollen
(Ausubel, 2001, Sambrook, 2001).

Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Plasmide wurden im kleinen Maldstab mit Minipreps aus E. coli
gewonnen. Dazu wurden Miniprep-Kits der Firmen Qiagen (Miniprep Kit) oder
Macherey-Nagel (Nucleospin Plasmid Quick Pure) nach den Anweisungen

der Hersteller benutzt.

Restriktionsverdau
Puffer- und Verdaubedingungen richteten sich nach den Anweisungen

der Enzym-Hersteller.

Agarosegelelektrophorese und Isolierung von DNA-Fragmenten

FUr analytische und praparative Auftrennung von DNA-Fragmenten
wurden 0,8-1,2%ige Agarosegele in TBE-Puffer verwendet. Zur Farbung der
DNA-Fragmente wurde den Gelen 0,2 pug/ml Ethidiumbromid zugesetzt. Die
DNA-Proben wurden vor dem Auftrag mit 6x DNA-Probenpuffer versetzt
(0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol FF, 0,25% OrangeG, 15% Ficoll
(Typ 400, Pharmacia) in Wasser) und bei 50-120 V elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Ethidiumbromid-gefarbten DNA-Molekiile wurden auf einem
UV-llluminator sichtbar gemacht und ihre GroRe wurde mit Hilfe eines
GrolRenmarkers (1kb DNA-Ladder, Invitrogen) bestimmit.

Zu isolierende DNA-Fragmente wurden unter langwelligem UV-Licht
(324 nm) mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten, in ein
Eppendorfgefaly Uberfuhrt und mit dem QiaExIl Gel Extraction Kit (Qiagen)

nach den Angaben des Herstellers eluiert.

Ligation
Insert und Vektor wurden in einem Verhaltnis von 3:1 bis 5:1 eingesetzt
und entweder 1-2 h bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 16°C mit T4

DNA Ligase nach den Angaben des Herstellers (NEB) ligiert.

56



Material und Methoden

Sequenzierung
DNA-Sequenzierungen wurden mit einem 377-Sequencer der Firma ABI

in der Arbeitsgruppe oder durch Firmen durchgefuhrt.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Punktmutagenese

Fur Plasmid-PCR wurde Pfu Turbo Polymerase (Stratagene) verwendet,
bei langen Primern (ab ca. 45 Basen) wurde auch Taq Polymerase zugesetzt.
Das Reaktionsprofil wurde jeweils dem Primerschmelzpunkt und der Lange
des erwarteten PCR-Produktes angepasst. Fur die Amplifizierung von
Knockout- oder in vivo-Markierungs-Kassetten zur homologen Rekombination
(Knop et al., 1999) wurde eine Mischung aus Taq und Vent-Polymerase im

Verhaltnis 4:1 verwendet, sowie ein besonderes Programm:

- 94°C 4min

- 10 Zyklen (94°C 1 min — 45°C 50 s — 68°C 1 min 40 s)

- 20 Zyklen (94°C 1 min — 53°C 50 s — 68°C 1 min 40 s Extension 20 s/
Zyklus)

-4°C

Die korrekte Insertion von Knockout-Kassetten wurde ebenfalls durch
PCR Uberpruft, dabei wurde 0,1 ug genomische DNA als Template sowie Taq
Polymerase verwendet.

Um Punktmutationen in Gene einzuflhren, wurde das Quikchange Kit

der Firma Stratagene nach den Anweisungen des Herstellers verwendet.

4.3 Mikrobiologische Methoden

Wenn nicht anders beschrieben, wurden publizierte Protokolle verwendet
(Ausubel, 2001, Sambrook, 2001).

Kompetente E. coli-Zellen
Chemisch-kompetente Zellen
Eine stationare Kultur des gewlinschten Stammes wurde 1:100 in 300 ml

vorgewarmtes LB-Medium inokuliert und bei 37°C bis zu einer ODgyo von 0,3
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herangezogen. Die Kultur wurde dann 10 min auf Eis inkubiert und
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 40 ml kaltem 0,1 M MgCl, gewaschen,
in 80 ml kaltem 0,1 M CaCl, resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Dann
wurden die Zellen wieder abzentrifugiert, in 0,1 M CaCly/ 15% Glycerin

resuspendiert, aliquotiert und in FlUssigstickstoff eingefroren.

Elektrokompetente Zellen

500 ml LB-Medium wurden mit 3 ml einer stationdren Kultur des
gewlnschten Stammes beimpft und bis zu einer ODgyp von 0,7
herangezogen. Die Kulturen wurden dann flr eine Stunde auf Eis inkubiert,
abzentrifugiert, in 500 ml eiskaltem Wasser resuspendiert und wiederum fur
30 min auf Eis inkubiert. Dann wurden die Zellen wiederum abzentrifugiert, in
250 ml eiskaltem 10% Glycerin aufgenommen und weitere 30 min auf Eis
inkubiert. Die Zellen wurden dann in 10 ml 10% Glycerin gewaschen, in 1,5 ml
eiskaltem 10% Glycerin resuspendiert, aliquotiert und in Flussigstickstoff

eingefroren.

Transformation von Bakterienzellen

Die kompetenten Zellen wurden kurz vor der Transformation auf Eis
aufgetaut. Bei chemisch-kompetenten Zellen wurden 1 pl Plasmid oder 5-10
ul Ligationsansatz mit 50 ul kompetenten Zellen gemischt und fur 30 min auf
Eis inkubiert. Dann folgte ein Hitzeschock (42°C, 1 min), die Zellen wurden in
0,5 ml LB-Medium aufgenommen, fur 30-60 min bei 37°C geschutelt und auf
selektiven Platten ausgestrichen.

Zur Elektroporation wurden 40-50 ul kompetente Zellen mit 1-2 pl
mikrodialysiertem Ligationsansatz gemischt, in eine Elektroporationskivette
(0,1 cm Dicke, Biorad) pipettiert und durch einen Puls von 1,8 kV und 25 puF
bei 200 QQ Widerstand elektroporiert. Dann wurden die Zellen in 0,5 ml LB-
Medium aufgenommen, flr 1 Stunde bei 37°C geschuttelt und auf selektiven

Platten ausplattiert.
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Isolierung von genomischer DNA oder Plasmiden aus Hefen

Dazu wurden 2-5 ml einer stationaren Hefekultur abzentrifugiert, mit 1 ml
Wasser gewaschen und in ein 2 ml Eppendorfgefaly Gberfuhrt. Das Zellpellet
wurde dann in Aufschlusspuffer aufgenommen (10 mM Tris/HCI pH8, 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 2% Triton X100, 1% SDS), dann wurden ca. 400 pl
Glasperlen und 400 ul Phenol/Chloroform zugegeben und die Suspension flr
5 min gevortext. Es wurden weitere 200 ul TE-Puffer (10 mM Tris/HCI ph7,5,
1mM EDTA) zugegeben, nochmals kurz gevortext, und dann 6 min bei
mindestens 10000g und Raumtemperatur abzentrifugiert. 500 ul des
wassrigen Uberstandes wurden in ein 1,5 ml Eppendorfgefall iberfiihrt und
mit 1 ml Ethanol prazipitiert. Das Prazipitat wurde 10 min bei mindestens
10000g abzentrifugiert und mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen. Dann wurde
das Pellet bei 37°C getrocknet, in 50 ul TE-Puffer mit 100 ug/ml RNase
(Miniprep-Puffer 1 in den meisten kommerziell erhaltlichen Kits)
aufgenommen und bis zur vollstandigen Auflosung des Pellets bei 50°C
geschuttelt. Die so erhaltene DNA konnte als PCR-Template zum Klonieren
oder zur Uberpriifung der korrekten genomischen Integration verwendet
werden. Zur schnellen Isolation von Plasmiden aus Hefen wurde auch ein

anderes Protokoll verwendet (Robzyk und Kassir, 1992).

Kompetente Hefezellen, Hefe-Transformation
Die Herstellung kompetenter Hefezellen und Hefetransformationen

wurden nach einem publizierten Protokoll (Knop et al., 1999) durchgefihrt.

Bestimmung des Mating Type von Hefestammen

Backerhefen besitzen zwei verschiedene Mating Types (Paarungstyp,
,Geschlecht®), die a und a genannt werden, und kdnnen sich geschlechtlich
fortpflanzen. Dies ermdglicht die Kreuzung verschiedener Hefestamme und
die genetische Analyse. Der Mating Type eines Hefestammes wird durch
einen Halo-Assay bestimmt. Dazu werden zwei Testerstamme (Mutanten
jeweils eines Mating Type, die gegen das Mating-Pheromon des jeweils
anderen hypersensitiv sind) in einer dinnen Top-Agarschicht auf je eine YPD-

Platte aufgetragen und die zu testende Kolonie wird jeweils auf diese Platten
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uberstempelt. Die Testerstamme im Agar bilden normal einen Rasen, aber
falls die Uberstempelte Kolonie auf dem Agar vom anderen Mating Type ist,
werden die Testerzellen vom Mating-Pheromon im Wachstum arretiert, und es
bildet sich ein Halo um die Kolonie. Diploide Zellen sezernieren keine Mating-
Pheromone und erzeugen deshalb weder auf a- noch auf a-Testerplatten

einen Halo.

Kreuzung von Hefen

Zur Herstellung von Doppelmutanten konnen Hefen gekreuzt werden,
dazu paart man zwei Hefestamme mit unterschiedlichen Mating Type, so dass
ein (wenn man Mutanten kreuzt, heterozygoter) diploider Stamm entsteht.
Dieser wird wieder sporuliert (d. h. man Iasst ihn eine Meiose durchlaufen),
und nach Tetraden-dissektion kann man einzelne Sporen mit den
gewulnschten beiden Mutationen isolieren.

Zur Kreuzung wurden die beiden Ausgangsstamme bis zur
logarrithmischen Wachstumsphase angezogen. Dann wurden je etwa 10 pl
der beiden Kulturen Ubereinander auf eine warme YPD-Platte getropft und fur
ca. 3-5 Stunden bei 30°C inkubiert. Dann wurde der eingetrocknete Tropfen
mit einem Zahnstocher auf der Platte verteilt, so dass die Hefezellen
vereinzelt wurden. Die Platte wurde fur 24 Stunden bei 30°C inkubiert, dann
wurden die groften Kolonien gepickt (die meistens robustere diploide mit
Wildtyp-Phanotyp waren) und auf die Mutationsmarker oder den Mating Type
untersucht. Diploide Zellen wurden dann wiederum bis zur stationaren Phase
angezogen. 0,5-1 ml der Kultur wurde dann in Sporulationsmedium (2%
Kaliumazetat) gewaschen, in 5 ml Sporulationsmedium tberfihrt und fir 2-4
Tage bei Raumtemperatur geschuttelt. Dann wurden die Tetraden (sporulierte
Zellen) mit Zymolyase verdaut. Dazu wurden 40 pl Zellen mit 40 pl
Zymolyasepuffer (1 M Sorbitol, 25 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI pH 8), 2 ul 1 M
DTT und 1 pl 10 mg/ml Zymolyase 100T (Seikagaku Corporation, Japan)
versetzt und fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. 10 ul verdaute Zellen
wurden dann auf eine YPD-Platte getropft, und die Tetraden wurden mit

einem Mikromanipulator (Singer MSM Systems) gepickt und dissektiert.
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Gendeletion iiber homologe Rekombination und Epitop-Markierung von
Hefegenen am endogenen Lokus

Die Deletion nichtessentieller Gene und die Epitopmarkierung von
Proteinen in vivo wurde ausschlieBlich nach verdffentlichten Protokollen
durchgefuhrt (Knop et al., 1999).

Serielle Verdinnungsreihen von Hefezellen

Fir Wachstumsanalysen von Hefestammen wurden serielle
Verdinnungsreihen von Hefekulturen auf Testmedien getlpfelt. Dazu wurden
logarithmisch wachsende Hefekulturen auf eine ODgoo von 0,1 oder 0,2 in
sterilem Wasser verdinnt. Von dieser Ausgangssuspension wurden drei
weitere Verdinnungen im Verhaltnis 1:5 oder 1:7 hergestellt. 2-5 ul dieser
Verdinnungen wurden dann jeweils in Reihen auf Testplatten pipettiert und

fur 2-4 Tage unter den jeweils angegebenen Bedingungen inkubiert.

4.4 Proteinbiochemische Methoden

SDS-Gelelektrophorese

Proteine wurden durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) aufgetrennt (Laemmli, 1970). Meistens wurden 8%-Gele verwendet,
fur die Analyse des Ubiquitinkonjugatmusters von Zellen kamen auch 6-20%-
oder 8-20%-Gradientengele zur Verwendung. Fur die Analyse des Spt23-
Abbaus wurden 4-12% Bis/Tris-Gele (z. B. Invitrogen) verwendet. Als
Probenpuffer wurde entweder ,Lammli“-Puffer (50 mM Tris/HCI pH 6,8, 2%
SDS, 10% Glycerin, 5% B-Mercaptoethanol, 0,1% Bromphenolblau) oder HU-
Puffer (8 M Harnstoff, 5% SDS, 0,2 M Tris/HCI pH 6,8, 1 mM EDTA, 5% B-

Mercapto-ethanol, 0,1% Bromphenolblau) verwendet.

Expression von rekombinanten GST- oder hisg-getaggten Proteinen in E.
coli und native Affinitatsreinigung
Generell wurden nur hise- oder GST-markierte rekombinante Proteine

verwendet, um die Aufreinigung einfach zu halten. 1-2 | LB-Medium mit den
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erforderlichen Antibiotika wurde 1:100 aus einer stationaren Kultur von BL21
DE3 RIL-Zellen mit dem entsprechenden Expressionsplasmid beimpft. Die
Zellen wurden bei 37°C bis zur logarithmischen Phase angezogen, dann
wurden sie auf Raumtemperatur gestellt und mit 0,1-1 mM IPTG induziert.
Nach 3-5 Stunden (in Ausnahmen auch nach UN-Expression) wurden die
Zellen geerntet und zweimal in kaltem Wasser gewaschen.

Bei GST-Fusionsproteinen wurde das Zellpellet nun in kaltem 10-20 ml
PBS, 5% Glycerin, 1 mM PMSF, 1x complete© Proteaseinhibitormix
resuspendiert, und die Zellen wurden durch drei Passagen durch eine French
Press aufgeschlossen. Aus einer 20%-Stammlésung wurde Triton X100 bis zu
einer Konzentration von 0,3% zugegeben, und Zelltrimmer und unlésliches
Material wurden 30 min bei 4°C und mindestens 30000g abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit 3-5 ml im gleichen Puffer voraquilibrierten Glutathion-
Sepharose-Beads (Pharmacia) versetzt und fur 1-2 Stunden auf einem Roller
inkubiert. Dann wurde die Suspension in eine 5 mI-PIERCE-Saule Uberfuhrt,
sodass die Losung durchlief. Die so entstandene Saule wurde mit je 20 ml
Waschpuffer | (0,5 M NaCl, 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 5 mM Mg(OAc),, 1 mM
EDTA, 5% Glycerin und Proteaseinhibitoren), Waschpuffer 1l ( PBS, 5%
Glycerin, 1% Triton X100, Protease-inhibitoren) und PBS mit 5% Glycerin
gewaschen. Die Elution erfolgte bei Raumtemperatur mit 5 x 2 ml 100 mM
NaCl, 100 mM Tris/HCI pH8, 10 mM Glutathion (bei manchen schwer zu
eluierenden Proteinen auch 30 mM Glutathion). Die proteinhaltigen Fraktionen
wurden gegen PBS, 5% Glycerin dialysiert und bei —80°C eingefroren.

Far hisg-markierte Proteine wurde das Zellpellet in Lysepuffer (100 mM
NaCl, 50 mM Tris/HCI pH8, 5 mM Mg(OAc),, 1 mM EDTA, 5% Glycerin, 10
mM Imidazol, Proteaseinhibitoren) resuspendiert und ebenfalls mit einer
French Press aufgeschlossen. Triton X100 wurde bis zu einer Konzentration
von 0,3% zugegeben, und das Lysat durch Zentrifugation wie oben geklart.
Dann wurden 3 ml in Lysepuffer aquilibrierte Ni-NTA-Agarose-Beads (Qiagen)
zugegeben und die Suspension fur 1-2 Stunden bei 4°C auf einem Roller
inkubiert. Die Suspension wurde in eine 5 ml-PIERCE-Saule geschittet,
sodass das Lysat durchlaufen konnte. Die Saule wurde sodann mit je 20 ml
Lysepuffer mit Triton und Lysepuffer mit Triton und 20 mM Imidazol

gewaschen. Die Saule wurde dann mit Lysepuffer mit 250 mM Imidazol
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eluiert, proteinhaltige Fraktionen wurden zusammengefuhrt, gegen PBS, 5%

Glycerin dialysiert und bei —80°C eingefroren.

GST-Affinitatsaufreinigung von Interaktoren aus Hefelysat

Um potentielle Interaktionspartner fur Ufd2, Ufd3 und Otul zu
identifizieren, wurden die GST-markierten Proteine als Matrix far
Affinitatschromatographie benutzt. Zunachst wurden 2 | Hefekultur (ODggp ~3)
geerntet, mit kaltem Wasser gewaschen, in 20-30 ml Lysepuffer (100 mM
NaCl, 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 5 mM Mg(OAc),, 1 mM EDTA, 5% Glycerin,
Proteaseinhibitoren) aufgenommen und durch drei Passagen durch eine
French Press aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde mit Triton X100 bis zu
einer Konzentration von 0,3% versetzt, und unlosliches Material wurde durch
Zentrifugation entfernt (zweimal 30 min, mindestens 30000 g, 4°C). Die
rekombinanten GST-markierten Fusionsproteine (3-5 mg) sowie GST als
Negativkontrolle (1 mg) wurden fir eine Stunde mit 400 pl Glutathion-
Sepharose (aquilibriert in Lysepuffer) inkubiert. Diese wurde dann als
Affinitatsmatrix fur 3 Stunden mit etwa 15 ml Lysat inkubiert. Dann wurde die
Suspension vorsichtig in eine 5 mI-PIERCE-Saule geschuttet, und die Beads
wurden mit 15 ml Lysepuffer mit Triton gewaschen. Die Elution erfolgte mit
dreimal 500ul 1 M NaCl in Lysepuffer. Das Eluat wurde dann mit
Trichloressigsaure (ad 10%) gefallt und das Pellet in SDS-Probenpuffer

aufgenommen.

Direkte Interaktionstests mittels GST-Pulldown

Um  Protein-Proteininteraktionen  mit  rekombinanten  Proteinen
nachzuweisen, wurden GST-markierte Proteine (30-50 ng) fur eine Stunde bei
4°C in PBS, 0,3% Triton X100 an Glutathion-Beads (10 ul) gebunden. Dann
wurden unmarkierte (wie Lysin63-vernetzte Polyubiquitinketten, Affiniti) oder
hiss-markierte potentielle Interaktionspartner (10-20 nug) zugegeben und fir
eine weitere Stunde inkubiert. Die Beads wurden drei- bis viermal mit
PBS/Triton gewaschen und dann mit SDS-Probenpuffer eluiert. Alternativ
konnten die GST-markierten Proteine zuerst fur eine Stunde mit den

potentiellen Interaktionspartnern inkubiert werden und dann mit aquillibrierten
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Glutathion-Beads prazipitiert werden. Dieses Protokoll konnte auch
abgewandelt werden, um die Kompetition zwischen zwei Proteinen fur eine
Bindestelle auf einem dritten Protein zu untersuchen. In diesem Fall wurde
das Protein mit der untersuchten Bindestelle als GST-Fusion angeboten, und
in mehreren Ansatzen wurde die Menge des einen Bindepartners konstant
gehalten, wahrend die des anderen variiert wurde. Dabei musste das GST-
Fusionsprotein in limitierenden Mengen zugegeben werden, um eine
Kompetition zwischen seinen zwei Bindepartnern 2zu ermdglichen.
AnschlieRend konnte im Western Blot oder durch Coomassie-Farbung gezeigt
werden, ob hohe Mengen des einen Partners die Bindung des anderen

verringerten.

Herstellung von spezifischen Antiseren in Kaninchen

Um spezifische Antikdrper gegen Zielproteine herzustellen, wurden
jeweils 1 ml Proteinlosung (0,2-0,5 mg/ml in PBS) hitzedenaturiert (10 min
99°C) und mit einem ml Freud’s Adjuvans (complete, Sigma Aldrich) zu einer
homogenen Suspension vermischt. Diese Suspension wurde dann je einem
Kaninchen an etwa zehn verschiedenen Stellen subkutan zur Immunisierung
gespritzt. Nach 4-6 Wochen wurde dem Kaninchen dann zur Auffrischung 0,1-
0,2 mg Protein in 1 ml Suspension mit inkompletten Freud’s Adjuvans
gespritzt. Diese Auffrischung wurde in vierwochigen Abstanden zwei bis drei
Mal wiederholt. Jeweils ca. 10 Tage nach den Auffrischungen wurde dem
Kaninchen Testblut abgenommen. Dieses wurde eine Stunde bei 37°C und
dann Uber Nacht im Kuhlschrank gelagert und dann bei 20000g
abzentrifugiert. Der Uberstand konnte als Serum im Western Blot getestet
werden. Bei ausreichender Empfindlichkeit wurde das Kaninchen ausgeblutet

und das Serum wie fur das Testblut beschrieben gewonnen.

Affinitatsaufreinigung von Antikorpern aus Serum

Um die spezifische Aktivitat von Antiseren noch zu erhéhen, konnten
Antikorper Uber eine Antigensaule affinitatsgereinigt werden. Das Zielprotein
wurde zunachst rekombinant hergestellt (ca. 10 mg, vorzugsweise mit einem
anderen ,Tag“ als bei der Immunisierung verwendet) und gegen
Kopplungspuffer (0,1 M NaHCO3, 500 mM NaCl, pH 8,3 mit HCI) dialysiert.
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Das Saulenmaterial (CNBr-Sepharose von Pharmacia, ca. 0,6 g) wurde
mehrmals in je 200 ml 1 mM HCI vorgequollen, abgenutscht und mit
Kopplungspuffer gewaschen. Dann wurde die Proteinlosung zugegeben und 2
Stunden bei Raumtemeratur inkubiert. Nach der Kopplung wurde das
Saulenmaterial abzentrifugiert und mit 0,2 M Glycin pH 8 fir weitere 2
Stunden geblockt. Nun wurde das Saulenmaterial in eine PIERCE-Saule
uberfuhrt und mit ca. 8 ml 0,1 M Na-Azetat, 0,5 M NaCl pH 4 gewaschen. Vor
der Reinigung wurde noch mehrere Waschschritte durchgefihrt, mit denen
die Saule nach der Reinigung auch regeneriert werden konnte: 4 ml PBS, 4
ml PBS, 1% SDS, 1 Stunde Inkubation bei 65°C, 2 ml PBS 1% SDS, 4 ml
PBS, 1% Triton X100, 4 ml PBS, 1% Triton X100, 1% BSA, 8 ml PBS 1%
Triton X100.

Falls erforderlich, konnte auch noch eine unspezifische Vorsaule benutzt
werden, an die statt des Antigens E. coli-Lysat oder verschiedene nicht
verwandte ander rekombinante Proteine gekoppelt waren.

Vor der Reinigung wurde ca. 5 ml Antiserum bei 20.000g abzentrifugiert.
Dann wurde es bei Raumtemperatur mehrmals (zwei- bis finfmal) Uber die
Saule gegeben. Dann wurde die Saule mit 6 ml PBS, 1% Triton X100 und
dann mit 8 ml PBS gewaschen. Die Elution wurde bei 4°C durchgefuhrt.
Dabei wurde die Saule acht mal mit 1ml Glycin-Puffer (0,2 M Glycin, 1 mM
EGTA, pH 2,5) eluiert, die Fraktionen wurden in Eppendorfgefalen mit je 0,3
ml 1 M Tris pH 8 aufgefangen. Dann wurde die Saule noch finfmal mit je 1 ml
4 M Guanidinium-HCI, pH 7 eluiert. Die im Bradfordtest proteinhaltigen
Fraktionen wurden zusammengefuhrt, mit BSA bis zu einer Konzentration von

0,2% versetzt und gegen PBS dialysiert.

Immunprazipitation von Proteinen aus Hefelysaten

Um Proteininteraktionen nachzuweisen, wurden Proteine aus
Hefelysaten immunprazipitiert. Dazu wurden 30-60 OD des gewlnschten
Hefestamms (logarithmische Wachstumsphase) bei ca. 700g abzentrifugiert
und mit eiskaltem Wasser gewaschen. Die Zellen wurden dann in 150 pl
kaltem Lysepuffer (0,1 M NaCl, 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 5 mM Mg(OAc),,
1mM EDTA, 5% Glycerin, 1 mM PMSF, 1x c:omplete© Protease-Inhibitoren

(Roche)) aufgenommen, in ein 1,5 ml-Eppendorfgefald Uberfuhrt und mit
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kalten Glasperlen (Sigma Aldrich) bis zum Meniskus versetzt. Die Lyse
erfolgte durch Vortexen (4 mal 40 s mit 40 s Intervallen auf Eis). Es wurden
weitere 150 pl kalter Lysepuffer mit 0,6% Triton X100 (doppelte
Konzentration) zugegeben und gemischt, dann wurde die Suspension fur 5
min bei ca. 800g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit weiteren 150 pl
kaltem Lysepuffer incl. 0,3% Triton X100 versetzt und fur 3 Stunden mit
Antikoérper-beladenen Protein A- oder Protein G-Beads inkubiert (1 Stunde
Vorinkubation der ,Beads” mit Antikorper). Danach wurden die ,Beads® bei
130g abzentrifugiert und 3 mal 5 min mit Lysepuffer incl. 0,3% Triton X100

gewaschen. Die Elution erfolgte durch Kochen in SDS-Probenpuffer.

Kovalente Kopplung von Antikorpern an Protein A-Beads

Falls die Antikorper bei einer Immunprazipitation nicht mit von den
Protein A-Beads eluiert werden sollten, konnten sie mit Dimethylpimelimidat
an die Beads gekoppelt werden. Dies geschah nach einem publizierten
Protokoll (Harlow, 1988).

Herstellung von denaturierenden Hefeextrakten
Denaturierende Hefeextrakte fur Western Blots wurden hergestellt wie
beschrieben (Knop et al., 1999).

Untersuchung der Stabilitait von Proteinen im  Promotor
shutoff/Cycloheximide chase

Die metabolische Stabilitat von Testproteinen wurde mit ,Promoter
shutoff‘-Experimenten untersucht. Dazu wurde das untersuchte Protein unter
der Kontrolle des Galaktose-induzierbaren GAL7-10-Promotors in Hefen
exprimiert, indem die Hefen bis zur logarithmischen Phase in Galaktose-
haltigem Medium angezogen wurden. Zum Zeitpunkt O wurden 10 OD-
Einheiten Zellen abzentrifugiert und in Glukose-haltiges Medium mit 0,5 mg/mi
Cycloheximid udberfuhrt. Dadurch wurde sowohl der GAL7-10-Promotor
reprimiert als auch die Translation des Testproteins gehemmt. Es wurde ein
Aliqguot von einem OD genommen, abzentrifugiet und sofort in
Flissigstickstoff schockgefroren. Die Hefen wurden weiter kultiviert und es

wurden zu spateren, definierten Zeitpunkten weitere Aliquots entnommen und
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eingefroren. Nach Abschluss des Experiments wurden von den gesammelten
Aliquots denaturierende Proteinextrakte hergestellt und mittels SDS-PAGE
und Western Blot gegen das jeweilige Testprotein untersucht. Falls das
untersuchte Protein nicht vom GAL7-10-Promotor exprimiert werden konnte,
wurde nur die Translation mit Cycloheximid gehemmt (,Cycloheximid chase®).
Shutoff-Experimente mit Spt23 wurden bei 33°C durchgefuhrt, um die
Prozessierung zu stimulieren (Hoppe et al., 2000).

Deubiquitinierungsversuch

Die enzymatische Aktivitat von Otu1 und verschiedenen Otu1-Mutanten
wurde folgendermassen untersucht: je 2 ug GST-markiertes Otu1 oder
Mutanten wurden mit 0,5 pug Polyubiquitinketten Uber Nacht bei
Raumtemperatur in PBS inkubiert (Uber Lysin 48 vernetzt, n=2-7, Affiniti
Research Products). Die Reaktionen wurden dann mit 3x SDS-Probenpuffer
versetzt und 5 min bei 65°C inkubiert. Die Analyse erfolgte durch 8-20%
SDS-PAGE und anti-Ubiquitin-Blot.
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