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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Ubiquitin und Ubiquitin-ahnliche Proteine (Ubl) konnen posttranslational an
Proteine geknlpft werden. Die am besten untersuchte Funktion von Protein-
Modifizierern ist die Ubiquitylierung und damit verbundene Markierung von
Substrat-Proteinen fur die Degradation durch das 26S-Proteasom. Neben
dem klassischen Signal fur proteasomalen Abbau kann die Ubiquitylierung
oder die Modifikation durch andere Ubls unter anderem Protein-Protein-
Wechselwirkungen vermitteln oder die Lokalisation und Aktivitat von
Substraten verandern. Fur einzelne Ubls sind jedoch die Substrate und die
Funktion der Modifikation bisher weitgehend unbekannt.

Urm1 (ubiquitin related modifier) ist ein Protein-Modifizierer, der
Eigenschaften bakterieller Schwefeltransfer-Systeme und des klassischen
Ubl-Systems vereint. Zum einen kann Urm1 Schwefel auf die ,Wobble“-Base
bestimmter cytosolischer tRNAs uUbertragen. Andererseits kann Urm1 Uber
eine bisher unbekannte chemische Bindung mit Proteinen verknupft werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass Urm1 ein

Lysin-gerichteter Protein-Modifizierer ist. Ahp1 (alkyl hydroxy peroxidase) wird
an Lysin K32 ,urmyliert’. Die Modifikation von Ahp1 ist dabei absolut
essentiell fur dessen Funktion. Ahp1 wird fur die Reduktion von
Alkylhydroxyperoxide bendtigt, um die Entstehung von reaktiven
Sauerstoffarten in der Zelle zu vermeiden. Die Konjugation von Urm1 an Ahp1
ist abhangig vom Aktivierungs-Enzym Uba4 und dessen beiden aktiven
Zentren. Die Bildung der modifizierten Form von Ahp1 konnte zudem durch
die Zugabe der thiol-reaktiven Chemikalie NEM (N-Ethylmaleimid) sehr stark
induziert werden, wogegen sich die Zugabe von t-BOOH (tert-Butyl-
Hydroperoxid) und der damit verbundene oxidative Stress inhibitorisch auf die
Ahp1-Modifikation auswirkte. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Urm1-
Protein-Modifikation ~unabhangig von der Urm1-abhangigen tRNA-
Schwefelmodifikation stattfindet.
Ein weiterer Teil dieser Arbeit diente der Identifikation unbekannter Urm1-
Substrate. Hierbei konnten Uba4, Rad50 und Ape1 mit Hilfe biochemischer
und massenspektroskopischer Untersuchungen identifiziert und weiter
charakterisiert werden.
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2. Einleitung

2.1 Die Proteine der Ubiquitin-Familie

Eukaryontische Proteine unterliegen einer Vielzahl an posttranslationalen
Modifikationen. Die kovalente Modifikation von Proteinen erweitert ihre
Eigenschaften und die Dynamik von Protein-Protein-Wechselwirkungen um
ein Vielfaches. Posttranslationale Modifikationen sind oft reversible und
energetisch gunstige Prozesse, die die Aktivitat, Stabilitat, Lokalisierung oder
Interaktion mit anderen Proteinen oder Nukleinsduren beeinflussen.
Phosphorylierung,  Methylierung,  Acetylierung,  Glykosilierung  oder
Modifikationen durch Proteine der Ubiquitin-Familie spielen in einer Vielzahl
von zellularen Prozessen wie DNA-Reparatur, Replikation, Regulation des
Zell-Zyklus und vielen weiteren Bereichen eine sehr wichtige Rolle.

Ubiquitin ist ein kleines, aus 76 Aminosauren bestehendes, globulares und
kompakt gefaltetes Protein und ist in allen Eukaryonten hoch konserviert. Die
am besten verstandene Funktion von Ubiquitin ist die Markierung von
Proteinen fur die Degradation durch das 26S-Proteasom. Proteine, die vom
Proteasom degradiert werden, tragen in der Regel eine sogenannte ,Poly-
Ubiquitin“-Modifikation, bei der einzelne Ubiquitin-Moleklle untereinander
verknupft sind. Allerdings bewirken andere Formen der Ubiquitin-Modifikation
(z.B. ,Mono-Ubiquitylierung®) keinen Abbau, sondern vermitteln vielmehr
Protein-Protein-Wechselwirkungen. Seit der Entdeckung von Ubiquitin Ende
der 70er Jahre wurden eine ganze Reihe von Proteinen identifiziert, die als
Ubiquitin-ahnliche Proteine (ubiquitin like, Ubl) bezeichnet werden (Tabelle 1).
Trotz geringer Sequenzahnlichkeit ist die charakteristische Struktur fur
Ubiquitin und Ubls, die sogenannte Ubiquitin-Faltung (S-grasp fold) (Abb.1A),
sehr stark konserviert. Neben Ubiquitin sind NEDD8 (Rub1 in S. cerevisiae)
und SUMO (Smt3 in S. cerevisiae) gut untersuchte Proteine, die zudem in
vielen eukaryontischen Organismen essentiell sind (Jentsch and Pyrowolakis,
2000; Liakopoulos et al., 1998; Muller et al., 2001). Weitere Ubls sind Urm1,
ISG15, FAT10, Atg12, Atg8 und UFM1, die in diversen biologischen
Prozessen eine wichtige Rolle spielen (Tabelle 1). Ubiquitin und Ubls



2. Einleitung

scheinen spezifisch fur Eukaryonten zu sein, obwohl auch bakterielle Proteine
bekannt sind, die eine Ubiquitin-ahnliche Faltung besitzen (Abb.1A) (lyer et
al., 2006). Allerdings scheinen diese bakteriellen Proteine nicht als Protein-
Modifizierer zu fungieren, sondern sind beim Transfer von Schwefel in
bestimmten Biosynthesewegen von Bedeutung. Ein weiteres typisches
Merkmal fur maturiertes Ubiquitin und Ubls ist der C-terminale Glycin-Rest,
dessen Carboxy-Gruppe fur die Verkipfung an Substrate bendotigt wird (Abb.
1B).

A tRNA Modifikation/
Protein Modifikation

? t

1S
¥

Ubiquitin
Smt3
Rub1
Urm1

Abbildung 1: Ubiquitin- und die Ubl-Familie. A: Phylogramm und Strukturkatalog von
Ubiquitin, Ubls und deren prokaryontischen Verwandten (Nach Schlieker et al., 2008).
Ubiquitin, SUMO, ISG15 und NEDDS8 sind Protein-Modifizierer. ThIS und MoaD sind am
Schwefeltransfer in E. coli beteiligt. Urm1 modifiziert Proteine und Ubertragt Schwefel auf
tRNAs. B: Vergleich des C-Terminus von Ubiquitin und ausgewahlten Ubls. Das konservierte
Doppelglycin-Motiv am C-Terminus ist entscheidend fir die Funktion von Ubiquitin und Ubls
als Protein-Modifizierer. Die Schere reprasentiert Proteasen, die Ubl-Vorlauferproteine am C-
Terminus prozessieren kénnen.
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Modifizierer

Aktivierende

Enzyme
E1

Konjugierende

Enzyme
E2

Ligierende
Enzyme
E3

Funktion

Ubiquitin Uba1 Ubc1-8, 10, 11, Viele Signal fur die
Ubc13-Mms2 RING/U-box | Degradation von
und HECT- Proteinen, kann aber
Domaéanen auch einen Einfluss auf
Proteine die Lokalisation und die
Bindung zu anderen
Proteinen haben.
Ubiquitin UBAG Use1
UBL
Rub1/NEDD8 Uba3-Ula1 Ubc12 Dcn1 Aktivierung von Cullin-
Heterodimer basierten E3s
FUB1
FAT10 UBAG Signal fur die
Degradation von
Proteinen
ISG15 UBE1L UBCHS8 Herc5, Efp
Smt3/SUMO Uba2-Aos1 Ubc9 Siz1, Siz2, Funktion bei Protein-
Heterodimer Mms21, Zip3 | Lokalisation und -
Aktivitat; Markiert
Proteine fir
Ubiquitylierung
Atg8 Atg7 Atg3 Autophagosom
Atg12 Atg7 Atg10 Autophagosom
Urm1 Uba4 tRNA Uracil Thio-Modifi-
zierung
UFM1 Uba5 Ufc1 ufl1

Tabelle 1: Modifiziert nach Kerscher& Hochstrasser (2006).

2.2 Ubl Aktivierung und Konjugation an Substrate

Ubls werden durch einen ahnlichen enzymatischen Mechanismus an ihre
Substrate gekoppelt. Dabei werden Ubiquitin und die meisten Ubls als
inaktive Vorlauferproteine synthetisiert. Der Vorlaufer muss durch spezifische
Proteasen am C-Terminus prozessiert werden, damit die C-terminale
Carboxy-Gruppe von Glycin fur die Konjugation an Substrate zur Verfugung
steht (Abb.1B und Abb.2). Fur die Aktivierung wird Ubiquitin durch das
Aktivierungs-(E1)-Enzym Uba1 unter Hydrolyse von ATP am C-Terminus
adenyliert (Haas et al., 1982). Daraufhin attackiert diese hochenergetische
Anhydrid-Bindung die Thiol-Gruppe am aktiven Cystein des E1 und bildet

dabei eine Thioester-Bindung aus (Hershko, 1996). Anschliefend wird
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Ubiquitin auf das Cystein im aktiven Zentrum des E2-Enzyms (Ubc)
transferriert, wobei wieder eine Thioester-Bindung gebildet wird (Jentsch,
1992; Jentsch and Pyrowolakis, 2000). Vom E2 wird das Ubiquitin im Falle
von sogenannten HECT (homologous to E6-AP-C-terminus) Ubiquitin-Ligasen
(E3) erst auf einen Cysteinrest des E3-Enzyms (Huibregtse et al., 1995;
Scheffner et al., 1995) und dann auf das Substrat Ubertragen. Alternativ kann
Ubiquitin auch unter Mitwirkung einer sogenannten RING-Finger (really
interesting new gene) Ubiquitin-Ligase direkt mit dem Substrat konjugiert
werden. Dabei attackiert die e-Amino-Gruppe eines Lysin-Restes des
Substrates den Thioester zwischen Ubiquitin und dem E2 oder E3. Es
entsteht somit eine Isopeptidbindung zwischen Substrat und Modifizierer
(Jentsch, 1992). Im Falle von RING-Finger Ubiquitin-Ligasen dissoziiert das
E2 vom E3 und erlaubt somit eine erneute Bindung eines mit Ubiquitin
beladenen E2s. Das Substrat kann auf diese Weise an einem weiteren Lysin
ubiquityliert werden, was zu einer mehrfachen Monoubiquitylierung fuhrt. Eine
andere Moglichkeit besteht in der Bildung einer Ubiquitin-Kette. Dabei bildet
eine e-Amino-Gruppe eines internen Lysins von Ubiquitin eine
Isopeptidbindung mit der C-terminalen Carboxy-Gruppe eines weiteren
Ubiquitinmolekuls aus (Chau et al., 1989; Pickart, 2001). Abhangig von der
Position des Lysins innerhalb des Rezeptor-Ubiquitin spricht man
beispielsweise von K48- oder K63-Polyubiquitin-Ketten.

Eine Besonderheit liefert das Atg8- und Atg12-Konjugations-System. In
beiden Fallen Ubernimmt Atg7 die E1-Funktion (Tabelle 1). Dies unterscheidet
Atg7 von den meisten E1-Enzymen, die nur ein einziges Ubl aktivieren
konnen. Die Aminosauresequenz von Atg12 endet mit einem C-terminalen
Glycin-Rest. Es wird daher keine Prozessierung fur Atg12 bendtigt. Nach der
Aktivierung wird Atg12 auf ein Cystein von Atg10, einem E2-Enzym,
transferiert und anschliefend Uber eine Isopeptidbindung an ein Lysin des
Proteins Atg5 konjugiert (Mizushima et al., 1998). Im Gegensatz dazu
modifiziert Atg8 nicht Proteine, sondern Phospatidyl-Ethanolamine (PE). Nach
der Prozessierung durch die Protease Atg4 wird Atg8 durch das E1-Enzym
Atg7 aktiviert. Aktiviertes Atg8 wird schliellich auf ein Cystein des E2-
ahnlichen Enzymes Atg3 unter Entstehung einer Thioester-Bindung
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ubertragen. Im nachsten Schritt bildet Atg8 eine kovalente Amid-Bindung mit
PE aus (Ichimura et al., 2000). Das Atg-Konjugations-System zeigt somit,
dass neben Protein-Substraten durchaus andere Molekule Ziel von Ubl-

Modifikationen sein kdnnen.

Prozessierung

Konjugation

De-Konjugation

e
C-terminale 2 Aktivierende Konjugierende Ligierende Substrate Deubiquitinierende
Hydrolasen N Enzyme Enzyme Enzyme Enzyme

& El E2 E3 DUBs
7 S
AR el
Q0000 AMP

@@

AMP

¢ =@~ @°— %ﬁ@’i@

Abbildung 2: Ubersicht des Ubiquitin-Konjugations-Systems. Fiir die spezifische
Konjugation von Ubiquitin ist eine konservierte Enzymkaskade aus aktivierenden,
konjugierenden und ligierenden Enzymen notwendig. Der Prozessierungsschritt wird benétigt,
um das Vorlauferprotein fur die Konjugation zu aktivieren. Das jeweils aktive Cystein ist mit
SH gekennzeichnet und bildet mit Ubiquitin einen Thioester. Die Abbildung zeigt ein RING-
Finger E3-Enzym, das den Transfer von Ubiquitin zwischen E2 und Substrat vermittelt. Die
Ubiquitylierung ist ein reversibler Prozess. Fir die Deubiquitylierung sind deubiquitylierende
Enzyme (DUBs) zustandig (Modifiziert nach Miller et al., 2001).

2.3 Deubiquitylierung

Deubiquitylierende Enzyme (DUBs) sind Proteasen, die verschiedene
Aufgaben im Ubiquitin-System ubernehmen konnen (Wilkinson, 1997). Unter
anderem fuhren DUBs die Prozessierung der Ubiquitin-Vorlauferproteine aus
(Abb. 2). Ubiquitin wird entweder als Vorlauferprotein in Fusion mit einem
ribosomalen Protein oder als lineare Polyubiquitinkette exprimiert. Diese
Vorlaufer werden prozessiert, um das aktive Ubiquitin-Monomer zu erhalten
(Baker and Board, 1987; Ozkaynak et al., 1987; Wiborg et al., 1985). Eine
weitere entscheidende Funktion von DUBs ist der Umkehrprozess zur
2005; Wilkinson, 1997). Wie die Ubiquitylierung

ist auch die Deubiquitylierung ein stark regulierter Prozess, der in zahlreichen

Ubiquitylierung (Nijman et al.,

zellularen Funktionen involviert ist. Dazu gehort unter anderem die Regulation

des Zellzyklus (Song and Rape, 2008), der Proteasom-abhangige und
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lysosomale Protein-Abbau (Guterman and Glickman, 2004; Komada, 2008;
Schmidt et al., 2005), Gen-Expression (Daniel and Grant, 2007), DNA-
Reparatur (Kennedy and D'Andrea, 2005), Kinaseaktivierung (Komada, 2008)
und viele weitere Prozesse. Die grof3te Gruppe von DUBs in S. cerevisiae
sind die 16 identifizierten Ubiquitin-spezifischen Proteasen (UBPs), wovon die
meisten eine katalytische Hauptdomane besitzen. Zudem konnen UBPs
mehrere weitere Domanen tragen, die Protein-Protein-Interaktionen
ermoglichen (Abb. 3).

N-terminale Katalytische
Verlingerung Domiine

o | | |

8 A
15 -
5 —_— — !
6 4 M
10 — = -
1 | -
16 - -
3 T
P — =
14 — = e
Q — — —
12 — — —

MATH I st 500 Aminoséuren
Rhodanese UBA _—
[ ZnF-uep

Abbildung 3: Doménenstruktur der S. cerevisiae UBPs (Ubiquitin spezifische
Proteasen). Die blauen Boxen zeigen die katalytische Doméane. Weitere Domanen werden
durch andersfarbige Boxen schematisch dargestellt (Abgeédndert nach Reyes-Turcu et al.,
2009).
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2.4 Der Ursprung des Ubiquitin-Konjugations-Systems

2.4.1 Ubiquitin-ahnliche Systeme in Bacteria und Archaea

Ubiquitin, Ubls und die entsprechende enzymatische Kaskade spielen in
eukaryontischen Zellen in vielen Prozessen eine essentielle Rolle. Im
Gegensatz zu eukaryontischen Ubl-Systemen, die lebensnotwendige
Funktionen Ubernehmen und gut untersucht sind, ist kein Ubiquitin-ahnliches
System in Prokaryonten bekannt. Es gibt eine Vielzahl von bakteriellen
Proteinen, die trotz geringer Ubereinstimmung der Aminosauresequenz eine
Ubiquitin-ahnliche Proteinfaltung aufweisen (lyer et al., 2006). MoaD, eine
kleine Untereinheit der Molybdopterin-Synthase, und ThiS (ThiaminS) sind die
am besten beschriebenen bakteriellen Proteine mit einer Ubiquitin-Faltung.
Der C-Terminus tragt in beiden Fallen, wie bei Ubiquitin, ein Doppelglycin-
Motiv. Das C-terminale Glycin von MoaD und ThiS wird in einer ATP-
abhangigen Reaktion von MoeB (Molybdopterin Synthase Sulfurylase) und
ThiF (ThiaminF) adenyliert (Rajagopalan, 1997; Taylor et al., 1998). Anders
als in eukaryontischen Ubl-Systemen scheinen diese Proteine jedoch nicht als
Protein-Modifizierer, sondern als Schwefelubertager in der Thiamin- und

Molybdopterin-Synthese zu wirken (Abb. 4).
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Abbildung 4: Thiamin- und Molybdopterin-Synthese. A: Der Thiamin-Syntheseweg. B:
Der Molybdopterin-Syntheseweg. Die Aktivierung von ThiF und MoaD erfolgt durch eine Acyl-
Adenylierung des C-Terminus. Anschlieffend kommt es Uber eine Acyl-Disulfidbindung zur
Bildung eines kovalenten Komplexes mit dem aktivierenden Enzym. In weiteren Schritten
wird entweder Thiamin oder der Molybdopterin Kofaktor synthetisiert.
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Das erste in Prokaryonten entdeckte Beispiel eines Protein-Modifizierers ist
das in Actinobacteria und Nitrospira identifizierte PUP-Protein (prokaryotic
ubiquitin-like protein, PUP) (Burns et al., 2009; Pearce et al., 2008). Das PUP-
System unterscheidet sich jedoch deutlich vom Ubiquitylierungs-System
durch den Gebrauch von Deamidasen und Glutamin-Syntethase-ahnlichen
Ligasen fur die Konjugationsreaktion (Pearce et al., 2008; Striebel et al.,
2009). Interessanterweise besitzt PUP zwar ein C-terminales Doppelglycin-
Motiv, aber ansonsten eine geringe Sequenzahnlichkeit zu Ubiquitin. Zudem
unterscheidet es sich strukturell von Ubiquitin und besitzt keine typische p-
grasp-Faltung.

Kleine Proteine mit einer p-grasp-Faltung und einem C-terminalen
Doppelglycin-Motiv sind auch in Archaea weit verbreitet, wobei ihre Funktion
bislang weitgehend unbekannt war (Burroughs et al., 2007; Burroughs et al.,
2009; lyer et al., 2006). Zumindest fur zwei Archaea-Proteine, SAMP1 und
SAMP2, aus Haloferax volcanii konnte gezeigt werden, dass diese Protein-
Konjugate bilden kdnnen. Dabei sind die SAMP-Protein-Konjugate besonders
gut unter stickstofflimitierenden Bedingungen und in proteasomalen Mutanten
detektierbar (Humbard et al., 2010). Das Ubiquitin-ahnliche Konjugations-
System ist somit nicht nur auf Eukaryonten beschrankt, sondern existiert in
abgewandelter Form auch in Bacteria und Archaea.

2.4.2 Das Urm1-System vereinigt Eigenschaften des bakteriellen

Schwefeltransfers mit dem Ubiquitin-System

Furakawa und Kollegen haben ausgehend von den Proteinsequenzen fur
MoaD und ThIS aus E. coli, eine yBLAST-Suche in einer Hefe-Sequenz-
Datenbank durchgefuhrt. Identifiziert wurde eine damals uncharakterisierte,
kodierende Sequenz in S. cerevisiae. Diese Sequenz kodiert fur ein Protein
mit 99 Aminosauren und einer relativen molekularen Masse von 11kDa. Urm1
(ubiquitin related modifier 1) zeigt eine Sequenzahnlichkeit von 20% und 23%
zu ThiS und MoaD. In einem anschlieRenden Urm1-yeast two hybrid-(Y2H)-
Screen wurde Uba4 identifiziert, das eine signifikante Sequenzahnlichkeit mit
dem Ubiquitin-E1 Uba1 aufweist. Urm1 und Uba4 werden dabei als DTT-
sensitiver Komplex (Dithiothreitol, DTT) beschrieben. Daher wurde in
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Analogie zu anderen Ubls vermutet, dass sie durch eine Thioester-Bindung
verbunden werden (Furukawa et al., 2000). Allerdings konnte in einer anderen
Arbeit eine Thiocarboxylat-Gruppe am C-Terminus von Urm1 nachgewiesen
werden, woraufhin es fur wahrscheinlicher gehalten wurde, dass der Urm1-
Uba4-Komplex eine Disulfid-Brucke bildet (Schmitz et al.,, 2008).
Interessanterweise tragt auch MoaD eine Thiocarboxylat-Gruppe. Dabei
wandelt eine Schwefeltransferase das aktivierte MoaD-Acyl-Adenylat in ein
Thiocarboxylat um (Leimkuhler and Rajagopalan, 2001), das wiederum als
Schwefeldonor fur die weitere Molybdopterin-Bildung fungiert (Gutzke et al.,
2001). Abgesehen von den Ahnlichkeiten zum bakteriellen MoaD-System
verhalt sich Urm1 wie ein klassisches Ubl, das in Abhangigkeit seines E1-
Enzyms Protein-Konjugate bilden kann (Furukawa et al., 2000; Goehring et
al., 2003a). Die Gemeinsamkeiten von Urm1 zu dem bakteriellen
Schwefeltransfer-System und dem eukaryontischen Ubl-System verdeutlichen

die besondere evolutionare Stellung, die Urm1 einnimmt.

2.4.2.1 Die Rolle von Urm1 als Protein-Modifizierer

Zum jetzigen Zeitpunkt ist das thiolspezifische Peroxiredoxin Ahp1 das
einzige beschriebene Urm1-Protein-Substrat (Goehring et al., 2003a).
Peroxiredoxine sind eine Klasse von Enzymen, die eine wichtige Rolle bei der
Eliminierung von H>O, und Alkylhydrogenperoxiden spielen. Sie dienen somit
der zellularen Abwehr gegen oxidativen Stress (Bryk et al., 2000; Nathan et
al., 2000). Es konnte eine starke Sensitivitat des Aahp7-Hefestammes
gegenuber t-BOOH (tert-Butyl-Hydroperoxid) festgestellt werden. Welche
Rolle Urm1 und die entsprechende Modifikation von Ahp1 in diesem Prozess
spielt, ist weiterhin unklar. Auch die Art der Verknipfung zwischen Urm1 und
Ahp1, ob es sich um eine Isopeptid- oder Acyl-Disulfid-Bindung handelt,
konnte noch nicht gezeigt werden. Neben einer unkonjugierten Form von
Urm1 und der modifizierten Form von Ahp1 konnten weitere langsamer
migrierende Urm1-Konjugate detektiert werden. Dabei war die Uba4-E1-
Funktion essentiell fur die Bildung der potentiellen Urm1-Substrat-Konjugate
(Furukawa et al., 2000; Goehring et al., 2003b). Aufgrund dieser Beobachtung
und der Tatsache, dass Aahp17-Zellen im Vergleich zu Aurm1 und Auba4
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wenige Phanotypen teilen, ist davon auszugehen, dass noch eine Vielzahl
weiterer ,urmylierter” Proteine existiert. Interessanterweise wurde bis heute
kein E2-Enzym fur das Urm1-System beschrieben. Es wird deshalb
spekuliert, dass eventuell Uba4 mit seiner fur E1-Enzyme untypischen
Rhodanese-Domane die E1- und die E2-Funktion Ubernehmen konnte
(Hochstrasser, 2000).

2.4.2.2 Die Rolle von Urm1 als Schwefeltransferprotein

2.4.2.2.1 Die Rhodanese-Familie

Rhodanese-Domanen sind haufig vorkommende strukturelle Module. Die
Kristallstruktur zeigt, dass Rhodanese aus zwei identisch gefalteten Domanen
mit jeweils ungefahr 120 Aminosauren besteht (Ploegman et al., 1978).
Allerdings tragt nur die C-terminale Domane einen katalytisch aktiven Cystein-
Rest. Rhodanese ist eine Schwefeltransferase, die Schwefel auf andere
Proteine Ubertragt und dabei ein Persulfid-Intermediat an ihrem aktiven
Cystein bildet (Abb.5) (Mueller, 2006; Westley, 1973). Aul3erdem katalysieren
diese Enzyme in vitro den Schwefeltransfer von Thiosulfat auf Cyanid (Abb.5)
(Westley, 1973). Neben Rhodanese gibt es zahlreiche weitere Proteine, die
entweder beide Domanen als Tandem oder eine einzeln, in Kombination mit
einer anderen Protein-Domane, tragen. In Hefe gibt es neben Rhodanese
sieben weitere Proteine mit diesen Domanen: Mih1, Ygr203w, Yer075c,
Ubp4, Ubp5, Ubp7 und Uba4 (Hofmann et al., 1998). Die Funktion der
Rhodanese-Domane bei diesen Proteinen ist allerdings unklar.

11
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Abbildung 5: Schematische Darstellung einer in vitro Schwefeltransfer-Reaktion mit

Rhodanese. Das aktive Cystein von Rhodanese erhalt ein Schwefel-Atom von einem
Thiosulfat und tbertragt es auf Cyanid.

2.4.2.2.1 tRNA-Modifikation durch Urm1

Wie oben erwahnt tragt Uba4 eine C-terminale Rhodanese-Domane, die
untypisch fur klassische E1-Enzyme ist (Hochstrasser, 2000; Schmitz et al.,
2008). Eine Reihe aktueller Publikationen beschaftigten sich mit diesem
Aspekt und konnten Urm1 eine Funktion bei der Modifikation von bestimmten
cytosolischen tRNAs zuordnen (Bjork et al., 2007; Dewez et al., 2008; Leidel
et al., 2009; Lu et al., 2008; Nakai et al., 2008). tRNAs besitzen nicht nur die
kanonischen Basen Uridin, Cytidin, Adenosin und Guanosin, sondern auch
deren modifizierte Formen (Abb. 6) (Urbonavicius et al., 2005), wobei man
annimmt, dass diese modifizierten Formen die Faltung, die Stabilitdt und die
Lebensdauer von tRNAs beeinflussen (Jones et al., 2008; Wang et al., 2008)
und eine Funktion bei der Affinitat zu mMRNAs und den Ribosomen spielen
(Bjork et al., 2007; Sen and Ghosh, 1976). Bei einer dieser Modifikationen
wird der Sauerstoff an Position zwei der ,Wobble“-Base Uridin (Us4) von
tRNA™® (UUU), tRNA®" (CUU) und tRNA®"™ (GUU) durch ein Schwefelatom
ersetzt (s°Us4) (Abb. 6).
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Abbildung 6: Chemische Struktur von Uridin und 5-Methoxy-carbonyl-methyl-2-
thiouridin. Die Pfeile markieren die Modifikation und weisen die entsprechenden
Komponenten auf, die daran beteiligt sind. Der Elongator-Protein-Komplex (ELP) modifiziert
den Uridinrest mit einer 5-Methoxy-carbonyl-methyl-Gruppe. Der Urm1-Signalweg ist fiir den
Schwefeltransfer auf Uridin verantwortlich (Leidel et al., 2009).

Drei voneinander unabhangige genetische Analysen in S. cervisiae haben die
Komponenten Urm1, Uba4, Ncs2, Ncs6 und Tum1 identifiziert, die fur die
Schwefelmodifikation an Us4 bendtigt werden (Leidel et al., 2009; Lu et al.,
2005; Nakai et al., 2008). In fum1-Deletionsmutanten ist allerdings der Anteil
der tRNA-Schwefelmodifikation nur reduziert. Tum1 ist somit nicht essentiell
fur diesen Prozess (Leidel et al., 2009; Noma et al., 2009). Ncs6 gehort zu
den PP-Loop ATPasen und ist mit der TtcA-Proteinfamilie verwandt, die eine
wichtige Rolle bei der Schwefelmodifikation von Cytidin spielt (Jager et al.,
2004). Es ist bereits bekannt, dass Ncs6 in vitro tRNA Us4 binden und
adenylieren kann (Dewez et al., 2008; Leidel et al., 2009; Pedrioli et al.,
2008). Ncs2 ist eine weitere PP-Loop ATPase, die viele Sequenzmotive mit
Ncsb6 teilt und zusammen mit Ncs6 einen Komplex bildet (Dewez et al., 2008;
Leidel et al., 2009). Das momentane Model besagt, dass die Cystein-
Desulfurase Nfs1 die Rhodanese-Domane von Uba4 bindet und ein Persulfid-
Intermediat generiert (Marelja et al., 2008; Nakai et al., 2007). Uba4 Ubertragt
daraufhin den Persulfid-Schwefel auf Urm1. Es entstent somit eine
thiocarboxylierte Form von Urm1 (Leidel et al., 2009; Schlieker et al., 2008).
Ncs2/Ncs6 transferieren anschlielend den Schwefel auf die Position zwei von
Uss (Abb. 7). Zusatzlich kann der Uridinrest durch den Elongator-Protein-
Komplex (ELP) auch mit einer 5-Methoxy-carbonyl-methyl-Gruppe (mcm®Us,)
modifiziert werden (Abb. 6). Der ELP-Komplex ist konserviert und besteht aus
sechs Untereinheiten (Svejstrup, 2007). Ursprunglich wurde dieser Komplex
mit der transkriptionellen Elongation in Verbindung gebracht. Neueste Daten
zeigten jedoch einen direkten Einfluss auf die tRNA-Modifikation (Lu et al.,
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2005). Anscheinend ist die Bildung der Modifikationen s?Uss und mcm®Us,
voneinander abhangig, d.h. die Prasenz der einen Modifikation hat Einfluss
auf den Erwerb der anderen (Bjork et al., 2007; Leidel et al., 2009; Nakai et
al., 2008). Interessanterweise sind Mutanten dieser Faktoren, die fur die
Modifikation an Uss bendtigt werden, resistenter gegeniber dem
Kluyveromyces lactis Killer Toxin als Wildtyp-Hefen (Fichtner et al., 2003;
Huang et al., 2005; Lu et al., 2008; Lu et al., 2005). Dieses Toxin besitzt eine
Nuklease-Aktivitat und spaltet den Anticodon-Bogen von tRNAs, die die
beschriebenen Uridin-Modifikationen besitzen. Mutanten mit der fehlenden
tRNA-Modifikation besitzen dementsprechend eine geringere Sensitivitat
gegenuber dem Killer Toxin.
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Abbildung 7: Der Urm1-Signalweg. Urm1 wird durch Uba4 am C-Terminus Acyl-adenyliert
und aktiviert. Die Cystein-Desulfurase Nfs1 erhalt ein Schwefelatom von einem Cystein und
bildet ein Persulfid-Intermediat (nicht gezeigt). Der Persulfid-Schwefel wird anschlielend auf
das Cystein C397 der Rhodanese-Doméne (in rot markiert) von Uba4 Ubertragen.
Anschlielend ubertragt Uba4 den Persulfid Schwefel auf Urm1. Es entsteht somit eine
thiocarboxylierte Form von Urm1 und AMP wird freigesetzt (nicht gezeigt). Ob Urm1 dabei
eine Acyl-Disulfid- oder Thioester-Bindung mit Uba4 ausbildet ist unklar. Urm1 modifiziert
anschlieBend in Abhangigkeit von Uba4 Protein-Substrate. Ob es sich dabei um eine
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Isopeptidbindung oder um eine Acyl-Disulfid-Bindung handelt ist nicht bekannt. Das
Vorhandensein von weiteren Enzymen flr die Konjugation zu Proteinen ist ebenso unklar.
Eine weitere Funktion von Urm1 ist zusammen mit Ncs2/Ncs6 der Schwefeltransfer auf die
tRNA-Uridin-, Wobble“Base von tRNA™® (UUU), tRNA®" (CUU) und tRNA®" (GUU).

2.4.2.3 Phanotypen von Aurm1-Mutanten

Deletions-Mutanten des Urm1-Signalweges fuhren zu pleiotropen
Phanotypen. Es stellt sich daher die Frage, welche Phanotypen mit der
Funktion von Urm1 bei der tRNA-Modifikation zusammenhangen und welche
durch das Fehlen von Urm1-Modifikationen an Proteinen zustande kommen.
Aurm1- und Auba4-Stamme zeigen beispielsweise Wachstumsdefekte und
sind temperatursensitiv (Furukawa et al., 2000). Sie zeigen Defekte bei Zell-
Elongation und invasivem Wachstum in den Agar und sind zudem sensitiv
gegenuber Rapamycin (Goehring et al., 2003b). Zusatzlich weisen sie eine
Sensitivitat gegenuber Zeocin (diese Arbeit), Caffein, Calcofluor (Fichtner et
al., 2003), Diamid (Goehring et al., 2003a) und Olséure (Lockshon et al.,
2007) auf. Dagegen sind sie gegenuber dem Killer Toxin von Kluveromyces
lactis, einer Modifikations-abhangigen tRNA-Endonuklease, resistent
(Fichtner et al., 2003). Einige dieser Phanotypen konnen eindeutig der Urm1-
Funktion bei der tRNA-Modifikation zugeordnet werden. Interessanterweise
haben Komponenten, die allein der tRNA-Modifikation dienen, die gleichen
zur Zeit bekannten Phanotypen wie Aurm1-Stamme. So sind Ancs2- und
Ancs6-Stamme im gleichen Malde sensitiv gegenuber Rapamycin, Caffein und
Diamid. Sie haben die gleichen Probleme beim invasiven Wachstum in den
Agar und der Zell-Elongation bei Glukose-Mangel (Goehring et al., 2003b;
Leidel et al., 2009). Man geht davon aus, dass bestimmte Proteine nach
Behandlung mit diesen Chemikalien vermehrt benotigt werden. Deren mRNA-
Transkripte kdnnten Codons enthalten, die von s?Us4-tRNAs gelesen werden.
Fehlt diese Modifikation, liegen die bendtigten Proteine in zu geringer
Konzentration vor und diese Hefestamme weisen dementsprechend
Sensitivitaten gegenuber den genannten Chemikalien auf. Die beschriebenen
Sensitivitaten gegenuber Rapamycin, Caffein und Diamid konnen auf3erdem
durch Uberexpression der unmodifizierten Formen der tRNAs fir tRNAM®
(UUU), tRNA®" (CUU) und tRNA®" (GUU) kompensiert werden (Leidel et al.,
2009). Die Uberproduktion dieser unmodifizierten tRNAs scheint hierbei die
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hohere Spezifitat der modifizierten Formen ersetzen zu kdnnen. Es bleibt
dennoch weiter zu klaren, ob alle Urm1-Phanotypen mit der Funktion von
Urm1 als tRNA-Modifizierer verknupft sind.
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2.5 Der Redox-Status der Zelle

Alle aeroben Organismen sind reaktiven Sauerstoffarten (reactive oxygen
species, ROS) ausgesetzt, die grole Schaden in der Zelle verursachen
konnen. So entstehen ROS wie Hydrogenperoxid (H20;), Hydroxylradikale
(*OH) und Superoxid Anionen (*Oz’) beim zellularen Metabolismus und der
mitochondrialen Atmung (Cadenas, 1989; Longo et al., 1996). Diese hoch
reaktiven O,-Derivate konnen mit allen zellularen Makromolekilen wie DNA,
Proteinen und Lipiden reagieren und sie dabei schadigen (Dean et al., 1997;
Moradas-Ferreira et al., 1996; Stadtman and Berlett, 1997). Oxidativer Stress
ist somit Ausloser fur viele physiologischen und pathologischen Krankheiten
wie Krebs, neurodegenerative Erkrankungen und Diabetes (Cook et al., 2004;
Lowell and Shulman, 2005). Aullerdem ist die Erhaltung der reduzierenden
Bedingungen im Cytosol essentiell fur eine Vielzahl von Prozessen, wie
beispielsweise die korrekte Proteinfaltung und -Aktivitat. Dabei spielen
Cysteine aufgrund ihrer Redox-Eigenschaften, der hohen Reaktivitat der
freien Thiol-Gruppe und ihrer Fahigkeit Metallionen zu koordinieren eine
wichtige Aufgabe bei der biochemischen Funktion vieler Proteine. Fur die
Regulation des Redox-Status der Zelle existieren in S. cerevisiae zwei
Hauptreduktions-Systeme. Das  Glutathion/ Glutaredoxin- und das
Thioredoxinsystem. Es handelt sich hierbei um Systeme, die Uber Thiol-
Disulfid-Austausch-Reaktionen ROS reduzieren und eliminieren koénnen.
Glutaredoxine und Thioredoxine sind strukturell sehr ahnlich und sind im
Bereich ihrer aktiven Zentren evolutionar hoch konserviert geblieben. Die
meisten Glutaredoxine, alle Thioredoxine und alle Thioredoxin-Reduktasen
besitzen ein konserviertes Motiv aus zwei Cystein-Resten, die durch zwei

weitere Aminosauren getrennt sind (CXXC) (Holmgren, 1989).
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2.5.1 Die Glutathion-Synthese und das Glutathion/Glutaredoxin-System

Die Biosynthese und die Konzentration der reduzierten Form von Glutathion
(GSH) in der Zelle wird durch eine Serie komplexer Reaktionen reguliert.
Dabei sind die Enzyme Gsh1 (y-Glytamylcystein-Synthetase), Gsh2
(Glutathion-Synthetase) und GIr1 (Glutathion-Reduktase) beteiligt. Im ersten
Schritt katalysiert Gsh1 die Bildung des Dipeptides y-Glutamylcystein aus
Glutamat und Cystein. Im zweiten Schritt katalysiert Gsh2 die Ligation dieses
Dipeptides mit Glycin (Abb. 8). GSH kann allerdings auch in einer NADPH-
abhangigen Reaktion mit GIr1 aus seiner oxidierten Form (GSSG) regeneriert
werden. Somit kann GSH in Zusammenarbeit mit Glutaredoxin-Proteinen
zellulare Disulfidbricken reduzieren, als Elektronendonor fur das
antioxidierende Enzym Glutathion-Peroxidase wirken und freie Radikale
abfangen (Abb. 8).
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Abbildung 8: Der Glutathion-Zyklus in S. cerevisiae. GSH wird aus Aminosauren in ATP-
abhangigen Schritten synthetisiert. Im ersten Schritt katalysiert Gsh1 die Bildung von y-
Glutamylcystein aus Glutamat und Cystein. AnschlieBend ligiert Gsh2 dieses Dipeptid mit
Glycin, woraus das Tripeptid GSH entsteht. GSH kann durch freie Radikale, in Reaktion mit
der Glutathion-Peroxidase oder Glutathion S-Transferase zu GSSG oxidiert werden. Danach
kann GSH durch eine NADPH-abhangige Reaktion mit Gir1 regeneriert werden.
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2.5.2 Das Thioredoxin-System

In ahnlicher Weise wie Glutathion dienen Thioredoxine als Disulfid-
Oxidoreduktasen und als Elektronen-Donor  fur  Peroxiredoxine.
Peroxiredoxine sind eine Klasse von Enzymen, die H>O2 und
Alkylhydrogenperoxide (ROOH) eliminieren. In S. cerevisiae wurden bisher
finf Peroxiredoxine identifiziet. AHP1, TSA1, YDR453C, YBL064C und
YILO10W, wobei Ahp1 und Tsa1 unter aeroben Bedingungen am starksten
exprimiert werden. Ahp1 wurde unabhangig von drei verschiedenen Gruppen
entdeckt und als ein aus 176 Aminosauren bestehendes, cytosolisches
Protein beschrieben (Jeong et al., 1999; Lee et al., 1999; Verdoucq et al.,
1999). In vivo konnte gezeigt werden, dass Ahp1 fur seine Aktivitat die
Funktion von Thioredoxinen und der Thioredoxin-Reduktase bendtigt (Abb. 9)
(Jeong et al., 1999; Lee et al.,, 1999). Ahp1 bevorzugt dabei in vitro die
Reduktion von t-BOOH gegenuber H,O; (Jeong et al., 1999; Pedrajas et al.,
1999). Phanotypisch liel3 sich in Aahp1-Mutanten auRerdem neben der t-
BOOH- auch eine Rapamycin- und Diamid-Sensitivitat nachweisen (Goehring
et al., 2003a; Lee et al., 1999; Pedrajas et al., 1999). Vor kurzem wurde Ahp1
eine weitere Funktion bei der Regulation des Transkriptionsfaktor Cad1
zugewiesen (lwai et al., 2010). Als Antwort auf oxidativen Stress katalysiert
Ahp1 die Bildung von Disulfid-Brucken in Cad1 und sorgt damit fur eine
erhohte Cad1-abhangige transkriptionelle Aktivitat. Wie bereits erwahnt, ist
Ahp1 das einzige bisher beschriebene Urm1-Protein-Substrat. Es konnte
jedoch weder die genaue Rolle der Modifikation bei der Abwehr von
oxidativen Stress geklart werden noch wurde der Aminosaurerest von Ahp1
identifiziert, der durch Urm1 modifiziert wird (Goehring et al., 2003a).
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Abbildung 9: Die Rolle von Ahp1 bei der zellulairen Abwehr von oxidativem Stress.
Ahp1 reduziert Alkylhydroxyperoxide (ROOH), wird dabei selbst oxidiert und bildet somit
intermolekulare Disulfidbriicken aus. Durch Thioredoxine, die Thioredoxin-Reduktase und
NADPH wird die reduzierte Form von Ahp1 regeneriert (Modifiziert nach Trivelli et al., 2003).
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2.6 Die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen

2.6.1 Die Nicht-homologe Endverknufung und die homologe

Rekombination

Aurm1-Mutanten sind sensitiv gegenuber DNA-Schaden. Insbesondere DNA-
Doppelstrangbriche (DSB) fuhren zu starken Phanotypen in Aurm1- und
Auba4-Stammen (diese Arbeit). DSBs sind besonders gefahrlich, da schon
ein einziger DSB zum Zelltod fuhren kann (Rich et al., 2000) und ein
unprozessierter DSB zu chromosomalen Veranderungen wie Duplikationen,
Translokationen und Deletionen fuhren kann. Alle diese Veranderungen sind
Vorlaufer fur Genominstabilitat und konnen in hoheren Eukaryonten zu
Tumorgenese fuhren. Daher ist die Zelle mit einem komplexen System
ausgestattet, das bei DNA-Schadigungen aktiviert wird. Dabei werden DNA-
Schaden beseitigt (DNA-Reparatur) und die Zelle an das Vorhandensein von
Schaden angepasst (DNA damage checkpoint).

DSBs konnen spontan wahrend des normalen Zellmetabolismus entstehen
oder durch Behandlung mit DNA-schadigenden Substanzen. Sie kommen
aullerdem naturlicherweise beim sogenannten mating-type switch in S.
cervisiae (Paques and Haber, 1999), bei der V(D)J-Rekombination in
Lymphocyten (Soulas-Sprauel et al., 2007) und als Intermediate der
meiotischen Rekombination vor (Keeney and Neale, 2006). Zellen haben
verschiedene Mechanismen entwickelt, um den DSB abhangig vom
Vorhandensein homologer Chromosomen und von der Phase des Zellzyklus
zu reparieren. Die Reparatur von DSBs kann in eukaryontischen Zellen im
Wesentlichen durch zwei Hauptwege erfolgen: Homologe Rekombination
(HR) und nicht-homologe Endverknufung (NHEJ). NHEJ ist in hoheren
Eukaryonten der dominante Reparaturweg, in S. cerervisiae ist jedoch HR der
bevorzugte Reparatur-mechanismus (Krogh and Symington, 2004).

Bei NHEJ werden beide DNA-Enden des Bruches ligiert. Jedoch ist NHEJ
potentiell fehleranfallig, da die Prozessierung und die anschlieBRende DNA-
Ligation meist mit den Verlust von Nukleotiden einhergeht (Abb.10). In S.
cerevisiae werden drei Proteinkomplexe fur NHEJ bendtigt: Das Ku-
Heterodimer (Yku70 und Yku80), MRX (Mre11, Rad50 und Xrs2) und DNA-
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Ligase IV (Dnl4 und Lif1), zusammen mit dem Ligase-assoziierten Protein
Nej1 (Daley and Wilson, 2005; Dudasova et al., 2004).

NHEJ

Abbildung 10: DSB-Reparatur iiber NHEJ.
[fp Nach Induktion eines DSB wird dieser
3 5 prozessiert. Es findet eine Hybridisierung der
5 =+ kurzen 3’-Uberhange statt. Dabei muss keine
Prozessierung ¥ perfekte Homologie vorliegen. Durch Ligation
3 5 werden die freien DNA-Enden wieder
5 / 3 verknlpft. Da bei diesem Prozess Nukleotide
und somit genetische Information verloren
Ligation gehen kénnen, st dieser Reparatur-

3 5 mechanismus potentiell fehleranfallig.

5 3

Die Reparatur von DSBs durch HR erfolgt dagegen durch das Kopieren von
identischer oder sehr ahnlicher genetischer Information von intakten
homologen Loci. In diploiden Organismen treten diese auf doppelt
vorhandenen Chromosomen oder nach erfolgter DNA-Replikation auf
duplizierten Schwester-Chromatiden auf. Bei diesem Prozess geht keine
Information verloren, man spricht deshalb auch vom fehlerfreien
Mechanismus der DNA-Reparatur (Abb.11). HR beginnt mit der Erkennung
des DNA-DSBs durch den MRX-Komplex. Der MRX-Komplex besitzt
nukleolytische Aktivitat, die nach Bindung an freie DNA-Enden zur 5°-3'-
Prozessierung und zur Entstehung von 3’-einzelstrangiger DNA fuhrt. Der
MRX-Komplex hat zudem, neben der Erkennung und anfanglichen
Prozessierung von DSBs, die Funktion, beide Enden des Bruches in
raumlicher Nahe zu halten. Die einzelstrangige DNA wird anschlielend von
dem heterotrimeren RPA-Komplex gebunden und so vor weiterer Nukleolyse
geschutzt. Fur den weiteren, als Homologie-Suche bezeichneten Prozess,
sind die Proteine Rad51 und Rad52 essentiell. Bei diesem Schritt der DSB-
Reparatur durch HR wird RPA gegen die Rekombinase Rad51 ausgetauscht.
Rad51 ist homolog zum bakteriellen RecA-Protein. Der Austausch von RPA
durch Rad51 wird durch Rad52 vermittelt, dabei kommt es zur Bildung von
Rad51-DNA Nukleoprotein-Filamenten (Lisby and Rothstein, 2004; Sugawara
et al., 2003; White and Haber, 1990). Anschliel3end dringt das DNA-Rad51-
Filament in einen homologen Doppelstrang ein und fuhrt zur Bildung einer D-
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Loop-Struktur (Abb.11). Das einzelstrangige DNA-Molekul, das sich nun mit
einer homologen Region (Donor Sequenzen) paart, kann nach erfolgter
Invasion als Startstrang fur die Synthese fehlerfreier DNA genutzt werden.

q;‘r® Abbildung 11: DSB-Reparatur

13 iiber HR. 1) MRX bildet mit 5°-3"-
Exonukleasen einen 3'-ssDNA-

3 Uberhang 2) RPA bedeckt ssDNA

2 ¢ 3) Rad52 rekrutiert Rad51 an die

‘ . DNA-RPA-Struktur. RPA  wird
————————RPAPA-RPA-RPA-RPAPA. 3 durch Rad51 ersetzt  4)
- sy Verlangerung des Rad51-
Nukleoprotein-Filamentes 5) Es

— RPAPASRPARPGIEIETRD 37 kommt zu einer DNA-Rad51-
—_— .%33..%23 Filament-Invasion in einen
oy “® % homologen Doppelstrang und zur

Bildung einer D-Loop-Struktur

—_—  EEEEEIEEENEED 3 (modifiziert nach Krogh und

Symington, 2004)
s¥

5
DD DD DI _,,\_ 3’

5

2.6.2 MRX-Komplex

Der MRX-Komplex besteht in S. cerevisiae aus den Komponenten Mre11-
Rad50-Xrs2 (MRX) (Chen et al., 2001; Hopfner et al., 2002). Die RAD50- und
XRS2-Gene wurden ursprunglich als sensitive Mutanten gegenuber
ionisierender Strahlung identifiziert. (Anderson et al., 2001; Wiltzius et al.,
2005). Die Struktur von Rad50 ist typisch fur eine Klasse von Proteinen, die
als structural maintenance of chromosome Proteine (SMC) bekannt sind.
Diese Klasse von Proteinen ist fur die Chromosomen-Kondensation und die
Kohasion von Schwester-Chromatiden notwendig (Hirano, 2002). Die
globularen Enden von Rad50 bestehen aus ATPase Domanen, die durch eine
lange coiled-coil Region voneinander getrennt und durch einen Zink-Haken
miteinander verbunden sind (Abb.12) (Alani et al., 1989; Anderson et al.,
2001; Dolganov et al., 1996; Wiltzius et al., 2005). Die Kristall-Struktur von
Rad50 zeigt, dass sich ein Dimer zwischen zwei Rad50 Molekulen bilden

kann. Dies ermoglicht es eine flexible Briucke aus einem Rad50 Dimer
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zwischen zwei DNA-Molekiilen iiber eine Distanz von 1200 A auszubilden
(Abb.12) (Hopfner et al., 2002). Mutationen in den Genen fur den MRX-
Komplex fuhren zu gut untersuchten Phanotypen wie verkirzten Telomeren,
meiotischen Defekten und Sensitvitdt zu DNA-Schaden (D'Amours and
Jackson, 2002). Interessanterweise scheint die Nukleaseaktivitat fur einige
dieser Prozesse wie HR und Telomer-Erhaltung entbehrlich zu sein. Somit
scheint dieser Komplex auch Funktionen unabhangig von der DNA-
Prozessierung auszufuhren (Bressan et al., 1998; Moreau et al., 1999;
Tsukamoto et al., 2001). Strukturanalysen des MRX-Komplexes zeigen eine
ausgedehnte Konformation mit der Eigenschaft Schwester-Chromatiden
wahrend der homologen Rekombination miteinander zu verbinden (Williams
et al., 2007).

L N
. 4 .
pass| W Ma L cuan oxe  Zink-Haken
Vaa6
C444
¥ C444 o0 oD oé‘
V446 c447 @n Zn . . &
W o e GO @ Coiled-coil Doméine
& &% Paas
A

ATPase Domiine

&
<

Abbildung 12: Schematische Darstellung des MRX-Komplexes am Doppelstrangbruch
(DSB). Der MRX-Komplex (Mre11 = blau, Rad50 = griin, Xrs2 = violett) detektiert DSBs.
DSBs kénnen durch HR und NHEJ repariert werden. MRX ist bei der DNA-Reparatur an der
Resektion, HR und NHEJ beteiligt. Rad50 kann Uber seine lange coiled-coil Doméane und
durch Komplexieren von Zn** eine Liicke von 1200A tberbriicken. Der Zink-Haken der zum
Komplexieren bendtigt wird, ist in allen eukaryontischen Organismen hoch konserviert
(Modifiziert nach Hopfner, 2008)
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2.7 Zielsetzung der Arbeit

Uber die Funktion und die Biochemie einiger Ubiquitin-dhnlicher Proteine ist
im Gegensatz zum Ubiquitin-System sehr wenig bekannt. Urm1 und das E1-
Enzym Uba4 sind am Schwefeltransfer auf cytosolische tRNAs beteiligt.
Einige Publikationen beschaftigen sich zudem mit der Rolle von Urm1 als
Protein-Modifizierer, jedoch ist die Funktion und der exakte enzymatische
Ablauf der ,Urmylierung® von Proteinen in weiten Bereichen unklar.

In dieser Arbeit wurden bei einer phanotypischen Analyse Mutanten fur
Urm1 und dessen E1-Enzym Uba4 identifiziert. Aurm1- und Auba4-Mutanten
zeigten eine bisher wunbekannte Sensitivitat gegenuber der DNA-
schadigenden Substanz Zeocin. Durch genetische Analysen sollten erste
Hinweise Uber eine mogliche Funktion von Urm1 bei der DNA-Reparatur
gewonnen werden.

Frihere Studien haben gezeigt, dass die Alyklhydroxyperoxidase Ahp1 mit
Urm1 modifiziert wird. Ahp1 als bisher einzig bekanntes Protein-Substrat
sollte in dieser Arbeit als Modell dienen, um die Funktion und die Chemie der
Verknupfung mit Urm1 besser zu verstehen. Insbesondere sollte der Frage
nachgegangen werden, welche Aminosaure am Protein-Substrat durch Urm1
attackiert wird. Es sollte auch untersucht werden, ob und welche magliche
Funktion Urm1 bei der Abwehr von oxidativem Stress spielt. AufRerdem
sollten mit Hilfe des yeast 2 hybrid-(Y2H)-Systems und biochemischen
Aufreinigungs-Methoden neue Substrate und Interaktoren des Urm1-
Signalweges identifiziert werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Der Urm1-Signalweg ist sensitiv gegeniiber DNA-Doppelstrang-

brichen

3.1.1 Roboter-basierter Sensitivitats-Test einer Kollektion von S.

cerevisiae-Deletionsmutanten

Zur ldentifikation neuer Komponenten, die in der DNA-Reparatur eine Rolle
spielen, wurde eine S. cerevisiae-Kollektion von etwa 5000
Deletionsmutanten auf MMS- (Methyl-Methan-Sulfonat) und Zeocin-haltige
Platten Ubertragen. Zeocin ist eine hoch toxische Substanz und gehort zur
strukturverwandten Gruppe des Bleomycin-/ Phleomycintypus. Der toxische
Effekt resultiert aus der Fahigkeit DNA zu fragmentieren. Zeocin bindet durch
sein aminoterminales Peptid an DNA. Der aktivierte Komplex generiert freie
Radikale die zur Spaltung von DNA-Bindungen fuhren. Dagegen sind
alkylierende Agenzien wie MMS Substanzen, die nukleophile Atome in der
DNA in vivo und in vitro direkt Uber nukleophile Substitution oder die Bildung
eines reaktiven Alkyldiazonium-lons angreifen und ihre Methylgruppe kovalent
an die DNA binden (Swenson, 1983). Genetische Methoden mit
unterschiedlichsten S. cerevisiae-Kollektionen sind sehr effektiv um gezielt
neue und unbekannte Komponenten eines Signalweges zu identifizieren. Fur
diese Arbeit wurde eine Kollektion mit Deletionsmutanten verwendet. Da jede
Mutante doppelt in der Kollektion enthalten ist, wurden nur solche Kolonien
bewertet, deren Duplikate gleiches Wachstum auf den Selektivmedien
zeigten. Aurm1- und Auba4-Stamme zeigten nach diesen Kriterien eine starke
und bisher unbeschriebene Sensitivitat gegenuber Zeocin (Abb. 13A). Um
dieses Ergebnis zu verifizieren wurden diese Mutanten in einen DF5-
Hefestamm (in dieser Arbeit als WT bezeichnet) eingefuhrt und anschlie3end
in seriellen Verdunnungsreihen auf Zeocin-haltigen Platten ausgebracht. Die
Aurm1- und Auba4-Mutanten zeigten erneut die starke Sensitivitat der
vorangegangen Roboter-basierten Analyse (Abb.13B). Die Sensitivitat ist
vergeichbar zu einem Arad52-Stamm (Abb.13B). Rad52 ist ein essentielles
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Protein fur die Reparatur von DSBs durch homologe Rekombination (HR) und
ist somit ein idealer Marker, um Sensitivitaten gegenuber Zeocin miteinander

zu vergleichen.
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Abbildung 13: Aurm1- und Auba4-Stamme sind sensitiv gegeniiber Zeocin. A:
Exemplarische Darstellung der Roboter-basierten Analyse. Die S. cervisiae-Kollektion mit
Deletionsmutanten wurde mit Hilfe eines Roboters auf Hefeplatten ausgebracht. Die
Abbildung zeigt Wachstum auf YPD und Zeocin-haltigen (ZEQO) Hefeplatten. Die Aurm1- und
Auba4-Duplikate sind in rot markiert. B: Phanotypen verschiedener DF5-Hefestdmme.
Gleiche Mengen an Zellen wurden in einer seriellen Verdinnungsreihe auf YPD-Platten oder
Platten mit der DNA-schadigenden Substanz Zeocin getipfelt und nach zwei Tagen
Wachstum bei 30°C fotografiert. Untersucht wurden die in A identifizierten Stdmme und
Arad52.

3.1.2 Sensitivitaten von Aurm1 und Auba4 gegenuber Zeocin sind

spezifisch

Um zu zeigen, dass die Sensitivitat von Aurm1 und Auba4 spezifisch
gegenuber Zeocin und den damit verbundenen DSBs ist, wurden diese
Stamme auf Hefeplatten mit weiteren DNA-schadigenden Substanzen
inkubiert. Aurm1 und Auba4 weisen hierbei eine weit geringere oder keine
Sensitivitat gegenuber HU (Hydroxyurea) und MMS auf (Abb.14A). Um
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auszuschlief’en, dass die Sensitivitdten durch unspezifische Wirkung von
Zeocin erzeugt werden, wurde ein System basierend auf Galaktose-(Gal)-
induzierbarer Expression der HO-Endonuklease verwendet. HO ist die am
besten charakterisierte Endonuklease in S. cervisiae und erkennt lange, nicht-
palindromische Sequenzen und generiert dabei DSBs mit 3°-OH-Uberhangen
und einem 5°-Phosphat. Durch Zugabe von Galaktose zum Hefemedium wird
die Expression von HO unter Kontrolle des GAL7-10-Promotors angeschaltet
und erzeugt pro Hefezelle einen einzigen DSB an einem definierten Ort, dem
MAT-Lokus. Der einzelne DNA-DSB induziert homologe Rekombination (HR)
von MAT mit Donorsequenzen. Nach abgeschlossener HR ist der DSB
repariert und die urspringliche Sequenz mit der Donorsequenz ausgetauscht
worden. Der Hefestamm wird deshalb als donor proficient bezeichnet. Dieser
Stamm und die entsprechenden Arad52, Aurm1- und Aku80-Stamme wurden
auf Galaktose-haltigen Platten inkubiert. Unter diesen Bedingungen entspricht
die Sensitivitat des Aurm1-Stammes einem Aku80-Stamm (Abb.14B). Die
Besonderheit dieses Galaktose-induzierbaren Systems liegt darin, dass der
Bruch permanent neu gesetzt wird. Die Zellen kdnnen somit nur wachsen,
wenn der Bruch durch nicht-homologe Endverknupfung (NHEJ) repariert wird
und dabei die HO-Erkennungssequenz verloren geht oder die Zellteilung trotz
Bestehen des unreparierten Bruches aktiviert wird. Der Aku80-Stamm, der
einen DSB nicht durch NHEJ reparieren kann, hat demnach eine sehr starke
Sensitivitat gegenuber Galaktose (Abb. 14B). Dass es sich hierbei nur um
eine Sensitivitat gegenlber Galaktose handelt, konnte durch Inkubation der
entsprechenden nicht-induzierbaren DF5-Hefestamme auf Galaktose-haltigen
Hefeplatten ausgeschlossen werden. Aurm1, Aku80 und Arad52 verhielten
sich dort wie WT (Abb.14B).
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Abbildung 14: Der Aurm1-Signalweg zeigt spezifische Sensitivitat gegeniiber Zeocin
und DSBs. A: Serielle Verdinnungsreihen von Hefestdmmen. Es wurden die
entsprechenden Hefestdmme auf Platten mit den DNA-schadigenden Substanzen, MMS und
HU, ausgebracht. B: Schematische Darstellung von Chromosom Ill. Ein einzelner DSB im
MAT-Lokus wird nach Galaktose-(Gal)-Induktion durch die Endonuklease HO gebildet. Die
Glucose in YPD-Platten reprimiert dagegen die Expression der HO-Endonuklease. HML- und
HMR-Homologieregionen sind als Kasten markiert, wobei die HMR-Homologieregion in
diesem Stamm nicht vorliegt. Dieser Stamm und die entsprechenden Mutanten (Arad52,
Aurm1 und Aku80) wurden als serielle Verdinnungsreihen auf Glucose- und Galaktose-
haltigen Platten ausgebracht. #1 und #2 kennzeichnen zwei unterschiedliche Stdmme. DF5
und die entsprechenden Mutanten wurden ebenso auf Glucose- und Galaktose-haltige
Platten ausgebracht.

3.1.3 Epistatische Analyse von Urm1 mit Komponenten der DNA-
Reparatur

Es konnte bisher gezeigt werden, dass Aurm1 eine spezifische Sensitivitat
gegenuber Zeocin besitzt, die vergleichbar zu Arad52-Mutanten ist.
Andererseits entspricht Aurm1 im HO-induzierbaren System eher dem Aku80-
Phanotyp und ist damit NHEJ zuzuordnen. Um diese Diskrepanz zu
analysieren wurden Aurm7-Doppelmutanten von Komponenten, die bei
verschiedenen DNA-Reparatur-Mechanismen beteiligt sind, hergestellt.
Aurm1 Arad52 und Aurm1 Arad51 um zu Uberprifen, ob Urm1 eine Rolle in
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HR spielt. In beiden Fallen ist die Doppelmutante deutlich sensitiver als die
Einzelmutanten (Abb.15). Urm1 ist somit nicht epistatisch zu diesen
Komponenten der DNA-Reparatur. Genauso verhielt es sich mit der Aurm1
Arad18-Doppelmutante. Rad18 ist der entscheidende Regulator der PCNA-
Ubiquitylierung und gehort zur RAD6-Epistasisgruppe. Mre11 und Rad50 sind
in NHEJ und HR involviert. Auch in diesem Fall waren die Doppelmutanten
sensitiver. Anders verhielt es sich mit der Aurm1 Aku80-Mutante (Abb.15).
Diese Mutante offenbarte die gleiche Sensitivitat wie die Aurm1 Arad52-

Mutante, was ein Hinweis fir eine Funktion von Urm1 in NHEJ sein konnte.

Aeu80 L 0 O
AurmiArad52 XS
Aku80Aurml L K
AkuS80Arad5s?2 @©

Abbildung 15: Epistatische Analyse der Aurm1-Mutante in Kombination mit HR- und
NHEJ-Mutanten. Serielle Verdinnungen von Aurmi-Doppelmutanten wurden auf Zeocin-
haltigen Platten ausgebracht, fur 2 Tage bei 30°C inkubiert und fotografiert. A: Vergleich von
Aurm1 mit HR-Mutanten (Arad52, Arad51) und Mutanten der postreplikativer Reparatur
(Arad18). B: Epistatische Analyse von Urm1 und Komponenten des MRX-Komlexes. C:
Aurm1 in Kombination mit Aku80 (NHEJ) und Arad52 (HR).
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3.2 Urm1 modifiziert Proteine

3.2.1 Urm1 bildet Protein-Konjugate in Abhangigkeit von Uba4

Ubiquitin  und  Ubiquitin-ahnliche Proteine (Ubl) werden Uber eine
enzymatische Kaskade an Proteine konjugiert. Einige Publikationen der
letzten Jahre weisen darauf hin, dass es sich bei Urm1 um einen Protein-
Modifizierer handeln konnte (Furukawa et al., 2000; Goehring et al., 2003a,
b). Es ist allerdings noch absolut unklar, welche Funktion Urm1 dabei besitzt.
AuRerdem werden in der Literatur die Chemie und die Art und Weise der
Bindung von Urm1 zu seinen Substraten kontrovers diskutiert, da die
Substrat-Aminosaure, die fur die Konjugation benotigt wird, nicht identifiziert
werden konnte. Es ist interessanterweise unter normalen Bedingungen sehr
schwer in einem aHA-Immunblot die "*Urm1-Konjugate zu detektieren. Erst
nach starker Uberexposition sind die Banden erkennbar (Abb.16A). Es
scheint fast als liege "Urm1 hauptséchlich in unmodifizierter Form vor.
Jedoch kann durch Zugabe von NEM (N-Ethylmaleimid) zum Medium die
Konjugatbildung stabilisiert oder induziert werden (Abb.16B). NEM wird
klassischerweise bei Ubiquitin-Aufreinigungen verwendet, da es mit dem
aktiven Cystein von dekonjugierenden Enzymen reagiert und somit die
Abspaltung des Modifizierers vom Substrat verhindert (Abb.16C). Die durch
NEM stabilisierte Konjugat-Bildung ist abhangig von der Anwesenheit des E1-
Enzymes Uba4 (Abb.16B). Dementsprechend ist im "Urm1 Auba4-Stamm
trotz Zugabe von NEM nur die unkonjugierte Form von "Urm1 detektierbar.
Dies sind alles Hinweise fur ein klassisches Ubl, das als Protein-Modifizierer

wirkt.
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Abbildung 16: Urm1 bildet Konjugate in Abhangigkeit von Uba4. A: "AUrm1 wurde in
WT- und Auba4-Stammen exprimiert. Die Konjugatbildung wurde durch aHA-Immundetektion
von denaturierten Zellextrakten nachgewiesen (lange Exposition des Filmes). Zur
Ladekontrolle wurde die gleiche Membran zudem mit aDpm1-Antikérper behandelt. B:
Zugabe von 10mM NEM fir 1h zum Hefekulturmedium (+). Kirzere Exposition des Filmes,
ansonsten siehe A. C: Schematische Darstellung der Verknlpfung von NEM mit Cysteinen.

3.2.2 Urm1 modifiziert Ahp1

Urm1 wird an Proteine konjugiert und die Bildung dieser Konjugate ist
abhangig vom E1-Enzym Uba4 und dessem aktiven Cystein an Position C225
(Furukawa et al., 2000). Aullerdem konnte in dieser Arbeit nachgewiesen
werden, dass die Urm1-Konjugate durch Zugabe von NEM, einem
Isopeptidase Inhibitor, zum Zellmedium stabilisiert sind. Jede dieser einzelnen
Banden konnte demnach ein ,urmyliertes” Protein reprasentieren. In einer
anderen Arbeit konnte gezeigt werden, dass es sich bei einer dieser Banden
um modifiziertes Ahp1 handelt (Goehring et al., 2003a). Es konnte allerdings
die Aminosaure von Ahp1, die durch Urm1 modifiziert wird, nicht identifiziert
werden. Es ist somit auch nicht bekannt, ob es sich dabei um eine klassische
Protein-Modifikation an Lysinen handelt. Da Ahp1 das bisher einzige
beschriebene Substrat der Urm1-Modifikation ist, wurde die Funktionsweise
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der Urm1-Konjugation in dieser Arbeit anhand dieses Modell-Substrates
untersucht. Jedoch wurde zuerst die Ahp1-Modifikation in einem etwas
veranderten Experiment mit zusatzlichen Kontrollen bestatigt. In einem WT-
Stamm wurde ""AUrm1 exprimiert und nach Zugabe von NEM zum
Hefemedium ein denaturierter Zellextrakt hergestellt. Im anschlieRenden
aHA-Western Blot konnte neben freien "*"AUrm1 eine weitere prominente
Bande mit einer langsameren Mobilitdt, die von einer Urm1-Protein-
Konjugation resultieren konnte, detektiert werden (Abb.17A). Wie bereits
vorher gezeigt wurde, waren diese Bande und ebenso alle langsamer
migrierenden  "*"*Urm1-Signale in einem Auba4-Stamm abwesend.
Aullerdem war diese Bande in einem Aahp1-Stamm nicht detektierbar, wobei
alle anderen Urm1-Konjugate in Starke und Intensitat unverandert erhalten
blieben (Abb. 17A). Zusatzlich konnte durch C-terminales Markieren von
AHP1 mit einem Myc-Epitop und dem daraus resultierenden "s"AUrm1
Ahp1™¢-Stamm gezeigt werden, dass sich die Migrationsgeschwindigkeit
dieser Bande entsprechend der Grolde des fusionierten Epitops verzogerte
(Abb. 17A). Auch ein aMyc-Immunblot von Ahp1™°-Hefen nach Behandlung
der Zellen mit NEM ermoglichte eine Detektion der modifizierten Form von
Ahp1, die durch die zusatzliche HA-Markierung von Urm1 eine langsamere
Migrationsgeschwindigkeit aufwies (Abb. 17B). Folglich wird ein Teil der
Ahp1-Molekule in Abhangigkeit von Uba4 mit Urm1 modifiziert. Ahp1 scheint
somit ein Substrat und kein Enzym des Urm1-Signalweges zu sein, da alle
weiteren Urm1-Konjugate in einem Aahp7-Stamm vollig unverandert sind.
Allerdings ist die Modifikation von Ahp1 nicht die Ursache der Zeocin-
Sensitivitat des Aurm7-Stammes. Aahp1 zeigt keine Sensitivitdt gegenuber
Zeocin (Abb. 17C). Es ist davon auszugehen, dass ein weiteres Urm1-

Substrat fur diesen Phanotyp verantwortlich ist.
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Abbildung 17: Urm1 modifiziert Ahp1 und weitere Substrate, die durch NEM-Zugabe
stabilisiert werden. A: In einen Aurm1-Stamm wurde N-terminal HisHA-fusioniertes URM1
in das Genom integriert. In diesen Stammhintergrund kénnen durch Zugabe von 10mM NEM
fur 1h (+) zum Hefemedium die Urm1-Konjugate stabilisiert werden. Es wurde der Effekt von
Auba4, Aahp1 und Ahp1™¢ auf die Konjugatbildung untersucht. B: Hefestimme siehe A,
Detektion sowohl mit aMyc- als auch mit aDpm1-Antikérper. C: Serielle Verdinnungsreihen
von WT-, Aurm1-, Auba4- und Aahp1-Stdmmen. Inkubation flr zwei Tage auf Zeocin-haltigen
Hefeplatten.

3.2.3 Die Modifikation von Ahp1 ist von Uba4 und den beiden aktiven
Cysteinen in Uba4 abhangig

Uba4 ist das E1 fur Urm1 (Furukawa et al., 2000) und das einzige Enzym
soweit, dass bei der Urm1-Modifikation von Proteinen identifiziert wurde.
Uba4 besitzt im Gegensatz zu anderen E1-Enzymen eine Rhodanese-
Domane. Wie bereits in der Einleitung erwahnt wurde, kann diese Doméane
Schwefel transferieren und dient somit der tRNA-Modifikation. Etliche E1-
Enzyme anderer Protein-Modifizierer bilden Heterodimere um funktionell aktiv
zu sein. So interagiert im Smt3-Signalweg Uba2 mit Aos1 und im Rub1-
Signalweg Uba3 mit Ula1. In beiden Fallen ist die Bildung des Heterodimeres
essentiell fur die E1-Funktion. In einem Roboter-basiertem yeast 2 hybrid-
(Y2H)-Screen konnte eine Dimerisierung von Uba4 nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis konnte in einem konventionellem Y2H-
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System bestatigt werden (Abb. 18B). Dazu wurden verschiedene UBA4-
Fragmente verwendet um die Dimerisierung einer bestimmten Region von
Uba4 zuzuordnen (Abb.18A). Es konnte das Ergebnis aus dem Screen
bestatigt werden und es zeigte sich, dass fur die Dimerisierung die N-
terminale E1-Domane und nicht die C-terminale Rhodanese-Domane bendtigt
wird (Abb.18B). Die Interaktion von Uba4 mit Urm1 ist abhangig von den
Aminosauren 199-328. In diesem Bereich liegt auch an Position C225 das
aktive Cystein der E1-Domane (Abb.18B). Um zu Uberprifen, ob die
katalytisch aktiven Cysteine C225 und C397 bei der Sensitivitat zu Zeocin
involviert sind, wurden in einen Auba4-Stamm N-terminal Myc-markierte
Punktmutanten von UBA4 integrativ eingebracht. Diese Stamme wurden in
seriellen Verdunnungsreihen auf Zeocin-haltigen Platten inkubiert und
anschlieBend die Sensitivitaten miteinander verglichen. Die C225S- und
C397S-Stamme zeigten die gleiche Sensitivitat zu Zeocin wie ein Auba4-
Stamm. Eine weitere Frage ist, ob auch beide aktiven Cysteine flur die
Modifikation von Ahp1 bendtigt werden. Dazu wurden die eben
beschriebenen Stamme verwendet und die Abhangigkeit der Ahp1-
Modifikation nach NEM-Behandlung uberpruft. In jeder der einzelnen uba4-
Mutanten war die Urm1-Ahp1-Bande abwesend (Abb.18B). Es werden somit
in der Tat beide aktiven Cysteine fur die Modifikation von Proteinen bendtigt.
Beide Cysteine scheinen zudem eine Funktion bei der Sensitivitat gegenuber
Zeocin zu spielen. Daraus lasst sich schlieBen, dass ein Substrat in
Abhangigkeit von Uba4 und beiden Cysteinen ,urmyliert* wird und das Fehlen
dieser Modifikation AuslOoser der Zeocin-Sensitivitat ist.
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Abbildung 18: Uba4 interagiert mit sich selbst. Die Cysteine C225 und C397 werden fir
die Modifikation von Ahp1 benétigt. A: Schematische Darstellung von Uba4 und
Fragmenten von Uba4, die in B fir Y2H verwendet werden. Die aktiven Cysteine sind C225
und C397. C397 liegt in der Rhodanese-Domane (in rot markiert). B: Y2H von BD-Uba4 und
BD-Urm1 mit AD-Uba4-Volllange und -Fragmenten sowie AD-Urm1. C: Hefestdmme mit
integrativ eingebrachten N-terminal markierten uba4-Mutanten wurden auf Zeocin-haltige
Platten getupfelt. D: Western Blot mit denaturierten Zellextrakten von Stdmmen aus C. Die
Zellen wurden mit 10mM NEM fir 1h behandelt. Es wurde ein aHA-Antikérper verwendet, um
die Urm1-Ahp1-Interaktion in Abhangigkeit dieser Mutanten zu Uberprifen. aMyc- und
aDpm1-Antikdrper dienten der Lade- und Expressionskontrolle.

3.2.4 Epistatische Analyse von Aurm1 und Aahp1

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Aahp7-Mutanten eine hohe
Sensitivitat gegenuber tert-Butyl-Hydroperoxid (t-BOOH) besitzen (Goehring
et al., 2003b). Hydroperoxide erzeugen oxidativen Stress und kdnnen somit
eine Vielzahl von Schaden innerhalb der Zelle verursachen. Um in diesem
Zusammenhang die Modifikation von Ahp1 weiter zu charakterisieren wurde
die Aurm1 Aahp1-Doppelmutante und die entsprechenden Einzelmutanten auf
Hefeplatten mit t-BOOH und Zeocin inkubiert. Dabei zeigte sich, dass die
Sensitivitat der Doppelmutanten schwer zu interpretieren ist, da bereits der
Aurm1-Stamm einen leichten Wachstumsdefekt besitzt (Abb.19). Die Aurm1
Aahp1-Doppelmutante zeigte jedoch gegenuber den Einzelmutanten neben
dem Wachstumsdefekt der Aurm7-Deletion eine erhohte Sensitivitat zu t-
BOOH, was gegen eine Epistasis von Urm1 und Ahp1 spricht. Dabei ist
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anzumerken, dass epistatische Analysen mit Modifizierern aufgrund vieler
Protein-Substrate haufig schwer zu interpretieren sind. Auf Zeocin-Platten
verhielt sich der Aahp7-Stamm dagegen wie WT (Abb. 19).
Interessanterweise wies dagegen die Aahp1 Aurmi-Doppelmutante eine
geringere Sensitivitat als der Aurm7-Stamm auf. Dies bedeutet, dass ein Teil
der Sensitivitat des Aurm1-Stammes gegenuber Zeocin durch unmodifiziertes
Ahp1 zustande kommt.

YPD ImM tBOOH 1.5mM tBOOH ZEO

Abbildung 19: Epistatische Analyse von Aurm1 und Aahp1 auf t-BOOH- und Zeocin-
haltigen Hefeplatten. Es wurden serielle Verdiinnungen von Aurm1-, Auba4-, Aahp1- und
Aurm1Aahp1-Mutanten auf YPD, t-BOOH- und Zeocin-Hefeplatten fiir zwei Tage bei 30°C
inkubiert.

3.2.5 Zugabe von t-BOOH zu Hefezellen inhibiert spezifisch die Ahp1-
Modifikation

Wie eben gezeigt wurde, besitzen Aahp7-Mutanten eine hohe Sensitivitat
gegenuber t-BOOH. In einem nachsten Schritt wurde der Einfluss von t-
BOOH auf die ,Urmylierung” von Ahp1 und den anderen Urm1-Substraten
untersucht. Dazu wurde die "*"*Urm1-Konjugation an Proteine ohne Zugabe
von NEM, in Anwesenheit von NEM oder nach Behandlung mit t-BOOH in
Kombination mit NEM untersucht (Abb. 20A). Wie schon vorher mehrmals
gezeigt wurde, ist die Urm1-Substrat-Bildung nach NEM-Behandlung stark
induziert oder stabilisiert (Abb. 20A). Erstaunlicherweise fluhrte eine
Vorabbehandlung der Zellen mit t-BOOH fur 2h und eine anschliefende
Zugabe von NEM zu einer drastischen Abnahme des Urm1-Ahp1-Signales
(Abb. 20A). Es waren allerdings nicht alle Urm1-Substrat-Signale reduziert.
Ein grolRer Teil war unverandert und nur einige wenige Banden im hoher
molekularen Bereich zeigten ein leicht reduziertes Signal (Abb. 20A). Der
offensichtlichste Effekt war jedoch die Auswirkung der t-BOOH-Behandlung
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auf die Urm1-Ahp1-Konjugation. Um auszuschliel3en, dass NEM durch die
Zugabe von t-BOOH zu den Zellen inaktiviert wurde, sind auch die Smt3-
Protein-Konjugate untersucht worden (Abb. 20B). NEM beeinflusste die Smt3-
Konjugate, jedoch machte es keinen Unterschied, ob vorher t-BOOH zu den
Zellen gegeben wurde oder nicht (Abb. 20B). Die Wirkung von NEM wurde
demnach durch die Anwesenheit von t-BOOH nicht beeintrachtigt. Die gleiche
Auswirkung von t-BOOH auf die Urm1-Ahp1-Konjugation war in einem aMyc-
Immunblot gegen Ahp1™° zu beobachten (Abb. 20C). Die Bande, die den
Urm1-Ahp1-Komplex reprasentiert, war nach Zugabe von t-BOOH abwesend.
Zudem scheinen nach einer t-BOOH-Behandlung schneller migrierende
Banden von Ahp1™° aufzutauchen, die entweder Degradationsprodukte
darstellen oder aus einer verstarkten negativen Ladung von Ahp1™°
resultieren konnten (Abb. 20C). Die Behandlung der Zellen mit t-BOOH und
der damit verbundene oxidative Stress scheinen sich inhibitorisch auf die
Ahp1-Modifikation auszuwirken.
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Abbildung 20: Die Urm1-Modifikation von Ahp1 ist unter oxidativem Stress abwesend.
A: WT-, ™™ Urm1- und """ Urm1 Auba4-Stamme wurden mit NEM und t-BOOH behandelt.
1.5mM t-BOOH wurde wahrend der logarithmischen Wachstums-Phase fiir 2h zu den Zellen
gegeben. AnschlieBend wurde fir 1h 10mM NEM zugegeben und daraufhin denaturierte
Zellextrakte hergestellt. Der Western Blot wurde mit aHA- und aDpm1-Antikérper behandelt.
B: Mit den Proben aus A wurde ein erneuter Western Blot durchgefiihrt. Dieser wurde
anschlieBend mit aSmt3-Antikérper behandelt. C: WT-, Ahp1™° und ™" Urm1 Ahp1™°-
Stdmme wurden wie in A beschrieben mit t-BOOH und NEM behandelt.
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3.2.6 Ahp1 wird an Lysin K32 modifiziert

Die ungewohnliche Domanen-Struktur von Uba4 und die Tatsache, dass
beide aktiven Cysteine, C225 und C397, fur die Modifikation von Ahp1
bendtigt werden, wirft die Frage auf, ob Besonderheiten in der Verknupfung
zwischen Modifizierer und Substrat vorliegen. Ubiquitin und Ubls bilden bis
auf seltene Ausnahmen eine Isopeptidbindung zwischen der Carboxy-Gruppe
ihres C-terminalen Glycin und einer e-Amino-Gruppe eines Substrat-Lysins
aus. Da sich im Falle von Urm1 die Stelle der Modifikation am Substrat
massenspektrokopisch nicht nachweisen liel3, wurden ahp7-Mutanten
hergestellt und anschlieBend die Bildung des Urm1-Ahp1-Konjugates im
Western Blot Uberprift. Jede einzelne ahp7-Mutante war mit einem C-
terminalen Myc-Epitop versehen und wurde integrativ in den LEUZ2-Lokus
eines Aahp1-Stammes eingebracht. Behandlung dieser Zellen mit NEM sollte
die Urm1-Ahp1-Interaktion stabilisieren. Es konnte anschlielfend eindeutig in
einem aHA- und aMyc-Immunblot festgestellt werden, dass Ahp1 an Lysin
K32 mit Urm1 modifiziert wird (Abb. 21B). Die weiteren Einzel- oder Doppel-
Lysinmutanten hatten keinen wesentlichen Einfluss auf die Urm1-Ahp1-
Konjugat-Bildung (Abb. 21B). Interessanterweise liegt das Lysin K32 genau in
einem Proteinbereich, der als besonders unstrukturiert und flexibel
beschrieben wurde (Trivelli et al., 2003) (Abb. 21A+C). Dieser Bogen enthalt
viele polare Aminosaure-Reste (S, D/E) und ein konserviertes Cystein (C31)
direkt neben dem modifizierten Lysin (Abb. 21A). Weitere Untersuchungen
haben ergeben, dass die Cystein- zu Serin-Mutante an Position C31 keinen
Einfluss auf die antioxidierenden Eigenschaften von Ahp1 hat (Jeong et al.,
1999).
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Abbildung 21: Ahp1 wird an Lysin K32 modifiziert. A: Aminosauresequenz von Ahp1.
Lysine, die fir diese Studie zu Arginin mutiert wurden, sind rot markiert und alle anderen
grin. Die aktiven Cysteine Cg, und Cyp sind fett gedruckt. Unterstrichen sind die
unstrukturierten und flexiblen Regionen (A und B) von Ahp1. B: Immunblot von denaturierten
Zellextrakten. C-terminal markierte Einzel- und Doppel-Mutanten von AHP1 wurden integrativ
in einen Aahp1-Stamm eingebracht. Zudem war in allen Hefestdmmen (aufler WT) URM1 N-
terminal mit einem HisHA-Epitop versehen. Durch Zugabe von 10mM NEM fir 1h wurde die
Konjugatbildung induziert. Der Auba4-Hintergrund diente jeweils der Kontrolle, da in diesem
Stamm keine Urm1-Konjugate detektierbar sind. Der Western Blot wurde mit aHA-, aMyc-
und aDpm1-Antikérper behandelt. C: Ansicht der Ahp1-Struktur (Trivelli et al., 2003).

3.2.7 Phanotypische Analyse der ahp7*?R-Mutante

Da die Aahp7-Mutante eine starke Sensitivitat gegenuber t-BOOH zeigte,
wurde Uberpruft, ob moglicherweise schon die K32R-Variante einen Phanotyp
aufweist. Sollte Urm1 bei der Reduktion von Alkylhydroxyperoxiden eine
entscheidende Funktion haben, musste dies in phanotypischen Analysen

1K32R-myc_\utante in

erkennbar sein. Dazu wurde die vorher beschriebene ahp
seriellen Verdlinnungsreihen auf t-BOOH-haltigen Hefeplatten inkubiert. Es

zeigte sich, dass ein ""AUrm1 ahp1**?"™°.Stamm eine vergleichbare
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Sensititvitat zu t-BOOH wie ein ""“Urm1 Aahp7-Stamm besitzt. Zwar
verursachte bereits das Myc-Epitop eine leichte Sensitivitat zu t-BOOH,
jedoch scheint auch die Modifikation von Ahp1 durch die Myc-Fusion leicht
beeintrachtigt zu sein (Abb. 21B). Urm1 ist somit in der Tat eine wichtige

Komponente bei der Regulation der Ahp1-Funktion.
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Abbildung 22: Phéanotypische Analyse der ahp1 -Mutante.  Serielle
Verdiinnungsreihe der beschriebenen Stamme auf YPD- und t-BOOH-Hefeplatten. Inkubation
fur drei Tage bei 30°C.

3.2.8 Der Einfluss der Thioredoxine auf die Ahp1-Modifikation

Interessanterweise liegt das Lysin K32 in einem besonders unstrukturiertem
und flexiblem Proteinbereich. Es wurde bereits friher spekuliert, dass dieser
flexible Bogen ein Interaktions-Motiv fur potentielle Proteinpartner darstellt
(Trivelli et al., 2003). Gut beschriebene Interaktionspartner von Ahp1 sind die
Thioredoxine  Trx1 und Trx2, die in Y2H-Versuchen  und
massenspektroskopischen Untersuchungen als Ahp1-Interaktoren identifiziert
wurden (Vignols et al., 2005). Die Trx-Proteine werden bendtigt um oxidiertes
Ahp1 zu reduzieren und ermoglichen es Ahp1, durch diesen Regenerations-
Prozess, erneut als Reduktase aktiv zu werden. Die Trx-Proteine konnten
somit einen Einfluss auf die Modifikation von Ahp1 haben. Um dies zu
Uberprufen, wurden Afrx1- und Atrx2-Stamme hergestellt. Diese Stamme
wurden anschlieRend verwendet, um die Modifikation von Ahp1 nach Zugabe
von NEM zu analysieren. Es zeigte sich, dass die jeweiligen Afrx7- und Atrx2-
Mutanten keinen Einfluss auf die Ahp1-Modifikation haben (Abb. 23A), obwohl
der Afrx2-Stamm eine starke Sensitivitat gegenuber t-BOOH zeigte (Abb.
23B). Diese Sensitivitdt scheint somit nicht mit der Ahp1-Modifikation in

Zusammenhang zu stehen.
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Abbildung 23: Der Einfluss der Thioredoxine auf die Ahp1-Modifikation. A: Immunblot
von denaturierten Zellextrakten mit aHA- und aDpm1-Antikérper. Es wurde die HAUrmA1-
Ahp1-Konjugation in Atrx7- und Afrx2-Stdmmen untersucht. Zwei unterschiedliche Atrx2-
Mutanten wurden durch #1 und #2 gekenzeichnet. B: Stdmme aus A wurden auf YPD- und t-
BOOH-Hefeplatten inkubiert.
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3.3. Identifikation neuer Urm1-Substrate in S.cerevisiae

3.3.1 Doppelaufreinigung von "*"AUrm1-Substraten

Bisher wurde gezeigt, dass Urm1 Uber eine kovalente Bindung Ahp1 am Lysin
K32 modifizieren kann. Dabei scheint die Modifikation von Ahp1 wesentlich
fur dessen Funktion bei der Abwehr von oxidativem Stress zu sein. Jedoch
zeigten bereits die aHA-Immunblots gegen "*Urm1 und die fehlende Zeocin-
Sensitivitat des Aahp1-Stammes, dass neben Ahp1 noch einige weitere
Urm1-Substrate existieren mussen. Um weitere spezifische Urm1-Substrate
zu identifizieren wurde ein Hefestamm verwendet, der "™"AUrm1 exprimiert,
und damit eine Doppelaufreinigung durchgefuhrt (nach Hoege et al, 2002).
Um vorab die Effizienz einer Urm1-Doppelaufreinigung zu Uberprifen, wurden
die Schritte der Doppelaufreinigung einzeln ausgefuhrt und Ahp1 als
bekanntes Substrat zur Detektion eingesetzt. Es wurde mit NEM-behandelten
Zellen eine  ™M"AUrm1-NiNTA-Aufreinigung  unter  denaturierenden
Bedingungen und anschlieBend ein aMyc-Immunblot gegen Ahp1™°
durchgefuhrt. Es konnte eine Bande detektiert werden, die gemal ihrer
Migrationsgeschwindigkeit der GroRe von Urm1-Ahp1 entspricht (Abb. 24A).
Auch nach einer HA-Immunprazipitation unter nativen Bedingungen und
einem Immunblot gegen Ahp1™° konnte diese Bande, insbesondere nach
Behandlung der Zellen mit NEM, nachgewiesen werden (Abb. 24B).
AuRerdem war zu beobachten, dass auch unter nativen Bedingungen die
Aufreinigung der modifizierten Form von Ahp1 vom E1-Enzym Uba4 abhangt
(Abb. 24B). Beide Aufreinigungsmethoden eignen sich demnach zur
Anreicherung von Urm1-Substraten.
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Abbildung 24: Aufreinigung von ,urmyliertem”“ Ahp1. A: Denaturierende NiNTA-
Aufreinigung von "*"Urm1. Die Zellen wurden fir 1h mit 10mM NEM behandelt (+).
Detektion mit aMyc-Antikérper. B: HA-Immunprazipitation von HsHAUrm1. Den Zellen wurde
vor dem Ernten 10mM NEM fur 1h (-/+ NEM) bei 30°C zugegeben. Detektion von Ahp1

mittels C-terminalem Myc-Epitop

In einer Doppelaufreinigung wurden nun beide Schritte kombiniert. Im ersten
Schritt der Aufreinigung wurde aus 6000 OD Zellen ein denaturierter
Zellextrakt hergestellt und die "*"AUrm1-Substrate iiber eine NiNTA-Agarose
angereichert. Die eluierten Proteine wurden nach einer Dialyse in einem
zweiten Schritt mittels einer HA-Immunprazipitation aufgereinigt. Die
gebunden Proteine wurden eluiert, elektrophoretisch aufgetrennt und
entweder durch einen aHA-Western Blot oder eine Coomassie-Farbung

sichtbar gemacht und zur massenspektroskopischen Untersuchung

verwendet (Abb. 25).
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Abbildung 25: Aufreinigung von Urm1-Substraten. A: Die N-terminale H8AUrm1-Fusion

wurde unter denaturierenden Bedingungen Uber eine NiNTA-S&aule und anschlieliend unter
nativen Bedingungen durch eine HA-Immunprazipitation aufgereinigt. Die einzelnen
Aufreinigungsschritte wurden durch einen Western Blot mit aHA-Antikdrper Gberprift. Um die
Effizienz und die Spezifitat der Aufreinigung zu testen wurde auflerdem ein aDpm1-
Antikdrper verwendet. B: gleiche Proben wie in A; die einzelnen Proben wurden auf ein SDS-
Gel aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und anschlie@end mit Coomassie-Brillant—
Blau gefarbt. Die markierte Region des Geles wurde massenspektroskopisch untersucht.

Es konnten neben unkonjugiertem, freiem "™"AUrm1 eine Reihe von
potentiellen ""AUrm1-Substraten durch Massenspektroskopie nachgewiesen
werden (Tabelle 2). Als eine wichtige interne Kontrolle fur die Aufreinigung
galt die Identifikation von Ahp1, das bei der massenspektroskopischen
Untersuchung neben Urm1 die starksten Signal-Intensitaten ergab (Tabelle
2). Interessanterweise wurden zahlreiche weitere Komponenten entdeckt, die
bei der Kontrolle des Redox-Status der Zelle eine wichtige Rolle spielen und
dabei direkte oder zumindest genetische Interaktoren von Ahp1 sind. Zudem
konnte Uba4 als potentielles Urm1-Substrat identifiziert werden, was ein

Hinweis fur eine weitere Regulationsebene im Urm1-Signalweg sein konnte.
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Protein Beschreibung Intensitat

Urm1 | Ubiquitin-ahnliches Protein, Aktivierung durch 106600000
das E1-Enzym Uba4
Uba4 | E1-Enzym fur Urm1 1393300
Ahp1 | Alkylhydroxyperoxid Reduktase 86020000
Trx1 Thioredoxin, interagiert mit Tsa1 und Ahp1 434850
Tsa1 Thioredoxin Peroxidase 62253
Grx1 Glutathion-abhangige Disulfid-Oxidoreduktase 304450
Grx3 Glutathion-abhangige Disulfid-Oxidoreduktase 182820

Tabelle 2: Urm1 und potentielle Substrate. Es wurden die Substrat-Kandidaten
zusammengefasst, die eine bekannte Funktion bei der Abwehr von oxidativen Stress haben.

3.3.2 Verifikation der Uba4-Modifikation unter denaturierenden

Bedingungen

In der oben beschriebenen massenspektroskopischen Untersuchung ergab
Uba4 neben Ahp1 und Urm1 das starkste Signal. Dies bedeutet, dass die
Lurmylierte” Form von Uba4 unter denaturierenden Bedingungen nachweisbar
gewesen ist. Um dieses Ergebnis zu bestatigen wurden denaturierende
NiNTA-Aufreinigungen gegen """ Urm1 durchgefiihrt und anschlieBend in
einem oMyc-Western Blot die ™°Uba4-Signale detektiert. Es zeigte sich, dass
Uba4 durch Urm1 modifiziert wird (Abb. 26). Aullerdem konnte die
modifizierte Form von Uba4 durch Zugabe von NEM zum Hefemedium
zusatzlich verstarkt werden (Abb. 26). Es ist dabei zu beachten, dass mehrere
Banden erkennbar waren, die auf eine mehrfache ,Mono-Urmylierung“ oder

eine einzige ,Poly-Urmylierung® hinweisen (Abb. 26).
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Abbildung 26: Die Urm1-Uba4-Interaktion ist unter denaturierenden Bedingungen
stabil. Die Zellen wurden entweder ohne NEM (-) oder fir 1h mit 10mM NEM behandelt (+)

und anschlieBend eine NiNTA-Aufreinigung gegen
HeHAUrm1-™°Uba4d-Konjugate erfolgte mit einem aMyc-Antikdrper.

HisHA

Aufreinigung wurde mit einem aHA-Western Blot Uberpruft.

Urm1 durchgefiihrt. Die Detektion der
Die Effizienz der
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3.4 Rad50 wird durch Urm1 modifiziert

3.4.1 Aufreinigung von ,,urmyliertem“ Rad50

Da Aurm1 eine sehr starke Sensitivitat zu Zeocin zeigte, stellte sich die Frage,
ob ein Protein, das bei der DNA-Reparatur involviert ist, mit Urm1 interagiert
oder damit modifiziert wird. Die Doppelaufreinigung und anschlielende
massenspektroskopische Untersuchung ergab keine Proteine, die bei der
DNA-Reparatur eine Rolle spielen. Da durch den denaturierenden Schritt der
Doppelaufreinigung nur Substrate angereichert werden, wurden mit dem
"AUrm1-Fusionsprotein Immunprazipitationen unter nativen Bedingungen
durchgefuhrt, um auch Interaktoren aufreinigen zu konnen. Im Western Blot
wurde daraufhin getestet, ob eine Interaktion oder modifizierte Form von
DNA-Reparatur-Proteinen vorliegt. Die N-terminalen Urm1-Fusionen hatten
keinen negativen Einflull auf die Funktion von Urm1, was durch serielle
Verdunnungen der entsprechenden Hefestamme auf Zeocin-haltigen
Hefeplatten Uberpruft wurde (Abb. 27A).

Unter anderem wurde Rad50 getestet, das zusammen mit Mre11 und Xrs2
in S. cerevisiae den MRX-Komplex bildet. Der MRX-Komplex erkennt den
DSB und initiiert fur beide Reparaturwege, NHEJ und HR, die ersten Schritte.
Tatsachlich konnten in einer "Urm1-Immunprazipitation unmodifiziertes
Rad50 und langsamer migrierende Banden fur Rad50 identifiziert werden, die
in einem Arad50-Hefestamm abwesend waren (Abb. 27B). Die entsprechende
aRad50-lmmunprézipitation mit anschlieRender Detektion von "AUrm1 ergab
ein ahnliches Resultat mit langsamer migrierenden Banden, die zudem
abhangig von der Prasenz des E1-Enzymes Uba4 waren (Abb. 27C). Zu
weiteren Kontrollzwecken wurde ein S"MAURM1-Konstrukt hergestellt,
integrativ in einen Aurm7-Stamm eingebracht und anschlieBend eine HA-
Immunprazipitation durchgefuhrt. Die Detektion mit aRad50-Antikorper ergab
einen deutlichen GroRenunterschied, der spezifisch von der zusatzlichen
GFP-Fusion resultiert (Abb. 27D). Es bleibt somit festzuhalten, dass es sich
bei Rad50 um ein weiteres Urm1-Substrat handelt, das in Abhangigkeit von
Uba4 modifiziert wird.

48



3. Ergebnisse

A eedn > |00®s : -
Aurm 1 (O @
INCIENITN 0900 ~+ |00 s & -
Aurm] WsHAUmM 1 Auba4 R @
Aurm] SPPHSHAUpm | [OXOREOTESE-Y [OR R R
YPD ZEO

B C D _
S T2
3 T_ 3
5 s dE 4
< S - = E =
i B EEDE
EE _ S S5% 5
351 E XL E
— == =2 285
Z=Z =
Lysat |wm = Lysat NN Lysat |e= e e —
oaRad50 N
A (ll-PlllsllAUrn]]_RadSO
aae| o [ Urm1-Rads50. Radso || 44 HA-IP| S99 HisHAUrm1-Rad50
— - -1P -
i i aHA
aRad50

aRad50

Abbildung 27: Urm1 modifiziert Rad50. A: Viabilititstest von in B-D eingesetzten
Hefestammen. Die Hefestdmme wurden in seriellen Verdinnungsreihen auf Zeocin-haltigen
Hefeplatten ausgebracht um die Funktionalitat der verschiedenen Urm1-Fusionsproteine zu
Uberprifen B: HA-Immunprazipitation. AnschlieBender Western Blot und Detektion mit
aRad50-Antikérper. Der Pfeil markiert die langsamer migrierenden Rad50-Urm1-Konjugate
C: Rad50-Immunprazipitation und anschlielender Western Blot, sowohl mit aRad50- als
auch mit aHA-Antikérper. D: siehe B, zusatzlich wurde eine GFPHISHA URM1-Fusion eingesetzt.
Rad50 und modifiziertes Rad50 wurden mit aRad50-Antikérper nachgewiesen.

3.4.2 Die Modifikation von Rad50 ist abhangig von Uba4 und den beiden

aktiven Cysteinen in Uba4

Im Falle von Ahp1 konnte bereits in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass
sowohl das Cystein C225 der E1-Domane als auch das Cystein C397 der
Rhodanese-Domane von Uba4 fur die Modifikation bendtigt wird. Um zu
uberprufen, ob auch die Rad50-Modifikation von der Aktivitat beider Cysteine
abhangt, wurden die bereits beschriebenen Myc-markierten uba4-Mutanten
verwendet (Abb. 18C), um mit ihnen eine "AUrm1-Immunprazipitation
durchzufuhren. Ein anschlieBender Western Blot mit aRad50-Antikorper
zeigte, dass die Modifikation von Rad50 in den C225S- und C397S-Mutanten
abwesend war (Abb.28). Beide aktiven Cysteine werden somit auch fur die
Modifikation von Rad50 bendtigt. Dieses Ergebnis stimmt mit den Resultaten

fur die Ahp1-Modifikation Uberein.
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Abbildung 28: Einfluss der unterschiedlichen Uba4-Domanen auf die Rad50-
Modifikation. HAUrm1—Immunpréizipitation. In einem ™Urm1 Auba4-Stamm wurden
verschiedene Mutanten von uba4 integrativ eingebracht. In einem Immunblot mit aRad50-
Antikérper wurde die Abhangigkeit der Modifikation von uba4-Mutanten Uberprift.

3.4.3 Die Urm1-Rad50-Interaktion ist sensitiv zu NEM

Die Modifikation von Ahp1 kann durch Zugabe von NEM zum Hefemedium
vor der anschlielenden Zelllyse stabilisiert werden. Im Gegensatz dazu ist
der Urm1-Rad50-Komplex stark sensitiv zu NEM (Abb. 29). Eine "Urm1-
Immunprazipitation fuhrte in Anwesenheit von NEM im Hefemedium zum
Verschwinden der Urm1-Rad50-Interaktion und der modifizierten Formen von
Rad50 (Abb. 29). Um zu testen, ob durch die sehr starke Modifikation von
Ahp1 nach Zugabe von NEM die Urm1-Rad50-Modifikation negativ
beeinflusst wird, wurde eine Immunprazipitation fir "*Urm1 in einem Aahp1-
Hintergrund durchgefuhrt. Es konnte allerdings kein Unterschied zwischen
dem WT- und dem Aahp1-Stamm festgestellt werden (Abb. 29). Ahp1 spielt
somit fur die Modifikation von Rad50 keine Rolle.

Bereits die beiden bendtigten aktiven Zentren von Uba4 zeigen, dass sich
die Chemie der Urm1-Aktivierung von klassischen Ubls unterscheidet. Die
Sensitivitat der Urm1-Rad50-Interaktion gegenuber NEM konnte zudem einen
weiteren Hinweis liefern, dass sogar innerhalb des Urm1-Systems

Unterschiede bei der Konjugation zu Proteinen bestehen.
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Abbildung 29: Die Rad50-Modifikation findet unabhangig von der Anwesenheit von
Ahp1 statt und ist sensitiv gegeniiber NEM. Es wurde eine HAUrm1—Immunpré:izipitation
durchgefiihrt. Die Zellen wurden entweder ohne NEM (-) oder fir 1h mit 10mM NEM (+)
behandelt. Ein anschlieBender Western Blot mit aRad50-Antikérper zeigt die Modifikation in
Abhangigkeit von NEM und Ahp1.

3.4.4 Die Urm1-Rad50-Interaktion lasst sich nur unter nativen und nicht

unter denaturierenden Bedingungen nachweisen

Die bisher gezeigten Interaktionen von Urm1 mit Rad50 wurden immer unter
nativen Bedingungen untersucht. Bei einer denaturierenden Aufreinigung von
HsHAUrm1  mit  NiNTA-Agarose konnte keine Modifikation von Rad50
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu konnte die
Ahp1-Modifikation unter denaturierenden Bedingungen eindeutig bewiesen
werden. Allerdings war dies erst nach Behandlung der Zellen mit NEM
moglich (Abb. 24A). Die ,Urmylierung” von Rad50 ist im Gegensatz zur Urm1-
Ahp1-Interaktion nicht nur sensitiv zu NEM, sondern verhalt sich auch unter
denaturierenden Bedingungen instabil. Trotz dieser Unterschiede ist in beiden
Fallen die Modifikation abhangig von der Aktivitat der E1- und der
Rhodanese-Domane von Uba4.

3.4.5 Die Stabilitat des MRX-Komplexes ist in Aurm71-Mutanten verringert
Es konnte bisher gezeigt werden, dass Rad50 durch Urm1 modifiziert wird.

Als nachstes wurde uberpruft, ob Urm1 einen moglichen Einfluss auf die
Komplexbildung oder Stabilitdt von MRX-Komponenten hat. Dazu wurde mit
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einem aMre11-Antikérper und WT-, Aurm1-, Amre11- und Arad50-Stammen
eine oMre11-Immunprazipitation und anschliefend ein Western Blot mit
Rad50-Detektion durchgefuhrt. Im Aurm1-Stamm ist deutlich weniger Rad50
co-aufgereinigt worden als im WT-Stamm (Abb. 30A). Die Amre11- und
Arad50-Stamme dienten der Kontrolle. Der aMre11-Antikorper ergab
allerdings im Western Blot recht unspezifische Signale (Daten nicht gezeigt),
sodass auf Epitop-markierte Hefestamme ausgewichen wurde. Dazu wurden
die jeweiligen Mre11"- und Xrs2"™°-Stamme hergestellt. Durch serielle
Verdunnungsreihen und Inkubation dieser Stamme auf Zeocin-haltigen
Platten, konnte ein negativer Einfluss der Epitop-Markierungen auf die
Protein-Funktionalitat ausgeschlossen werden (Abb. 31B). Durch eine
Mre11™-Immunprazipitation und einen folgenden Western Blot konnte das
vorherige Ergebnis bestatigt werden (Abb. 30B). Im Aurm7-Stamm wurden
erneut deutlich weniger Rad50 und Xrs2 co-immunprazipitiert.

Zudem konnte in Cycloheximid-shut-off-Experimenten gezeigt werden,
dass Rad50 bereits innerhalb von zwei Stunden stark abgebaut wird. Es
konnte allerdings nur eine minimal verringerte Stabilitat von Rad50 in Aurm1-
und Auba4-Stammen nachgewiesen werden (Abb. 30C). Das Urm1-
Konjugations-System hat somit keinen wesentlichen Einfluss auf die Stabilitat
von Rad50. Freies unkonjugiertes Urm1 ist dagegen ein sehr stabiles Protein.
In WT- sowie Auba4-Zellen ist nach 180min kein Abbau beobachtbar. Die
Ergebnisse zeigen, dass das Urm1-System einen signifikanten Einfluss auf
die MRX-Komplex-Bildung hat.
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Abbildung 30: Einfluss von Urm1 auf die Stabilitait des MRX-Komplexes. A: Mre11-
Immunprazipitation mit anschlieBender aRad50-Detektion. Amre11- und Arad50-Stamme
dienten der Kontrolle. B: Oben: HA-markiertes Mre11 wurde aus Zelllysaten
immunprazipitiert. AnschlieBende Detektion gebundener Proteine mit aRad50- und aMyc-
Antikdrper. Unten: Beschriebene Stamme wurden in Verdiinnungsreihen auf Zeocin-haltigen
Platten bei 30°C inkubiert. C: Cycloheximid-shut-off Experiment. Es wurde die Stabilitat von
Rad50 und Urm1 in WT, Aurm1- und Auba4-Stammen Uberprift. Zur Detektion wurden
aRad50- und aUrm1-Antikérper eingesetzt.
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3.5 Die Protein- und tRNA-Modifikation durch Urm1 sind zwei

unab-hangige Signalwege

3.5.1 Defekte bei der tRNA-Schwefelmodifikation fiihren zu einer

Sensitivitat gegenuber Zeocin

Die starke Zeocin-Sensitivitat der Aurm7-Hefestamme lasst eine Funktion von
Urm1 bei einem DNA-Reparaturmechanismus vermuten. Allerdings zeigte
sich, dass alle genetischen Analysen mit Urm1 schwierig zu interpretieren
waren. So sind die Aurm1 Aradb52- und Aurm1 Arad571-Doppelmutanten
gegenuber Zeocin deutlich sensitiver als die jeweiligen Einzelmutanten. Auch
zum RADG6-Signalweg konnte keine Epistasis erkannt werden. Kombinationen
mit Komponenten aus dem MRX-Komplex zeigten eindeutig eine geringere
Resistenz gegeniber Zeocin als die Einzelmutanten (Abb. 15). Die
genetische Interaktion mit NHEJ ist ebenfalls schwierig zu interpretieren, da
NHEJ-Mutanten im Gegensatz zu Aurm1 eigentlich keine starke Sensitivitat
zu DNA-schadigenden Substanzen aufweisen. Da es sich bei Urm1 um einen
Modifizierer handelt, der hochstwahrscheinlich in mehr als einem Signalweg
Aufgaben ubernimmt, waren diese Effekte allerdings erklarbar.
Interessanterweise konnte jedoch gezeigt werden, dass viele Phanotypen
von Aurm1-Mutanten durch Uberexpression von spezifischen tRNAs revertiert
werden konnten (Bjork et al., 2007; Dewez et al., 2008; Leidel et al., 2009; Lu
et al., 2008; Nakai et al., 2008). Urm1 und Uba4 scheinen fur die
Schwefelmodifikation dieser tRNAs essentiell zu sein. Die Abwesenheit dieser
tRNA-Modifikation fuhrt demnach zu diversen Sensitivitaten wie gegenuber
Rapamycin, Caffein und Diamid (Leidel et al., 2009). Ncs2 ist eine weitere
dieser essentiellen Komponenten fur die Schwefelmodifikation von tRNAs.
Zusammen mit Ncs6 Ubertragt es Schwefel von Urm1 und Uba4 auf die
tRNAs von tRNAM® (UUU), tRNA®" (CUU) und tRNA®" (GUU). Aus diesem
Grund wurde getestet, ob sich die Sensitivitat gegenuber Zeocin der tRNA-
Schwefelmodifikation zuordnen lasst. In der Tat zeigten Ancs2-, Aurm1- und
Aurm1 Ancs2-Stamme identische Sensitivitaten und sind somit epistatisch
(Abb. 31A). Einen weiteren Hinweis ergab die C-terminale Doppelglycin-
Mutante (Glycin zu Alanin) von Urm1. Der "*"Urm1AA-Stamm zeigte zwar
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eine reduzierte, aber dennoch gut detektierbare Konjugat-Bildung nach
Behandlung der Zellen mit NEM (Abb. 31C). Gegenulber Zeocin verhielt sich
die Doppelglycin-Mutante allerdings wie ein Aurm71-Stamm (Abb. 31B). Die
Sensitivitat gegenuber Zeocin wird somit nicht durch eine fehlende Protein-

Modifikation hervorgerufen, sondern reprasentiert vielmehr eine fehlende

Funktionalitat im tRNA-Signalweg.
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Abbildung 31: Mutanten mit Defekten in der tRNA-Schwefelmodifikation verhalten sich
epistatisch zu Aurm1. A: Die Abbildung zeigt die Sensitivitdt der Ancs2-Mutante gegentber
Zeocin im Vergleich zu Aurm1. Hierflir wurde das Wachstum seriell verdiinnter Hefekulturen
auf Zeocin-haltigen Hefeplatten analysiert. B: Western Blot mit aHA-Antikérper um die
Konjugatbildung der H’SHAUrm1AA—DoppeIegcinmutante zu Uberprifen. aDpm1-Immunblot
diente der Ladekontrolle. C: Es wurden serielle Verdinnungen der Hefestdmme aus B auf

Zeocin-haltigen Platten inkubiert.

3.5.2 Die Modifikation von Ahp1 und Rad50 findet unabhangig von der
tRNA-Modifikation statt

Die Feststellung, dass viele Phanotypen der Aurm7-Mutanten auf die fehlende
Schwefelmodifikation bestimmter tRNAs zurlckzufuhren ist, 1alkt die
Vermutung zu, dass Komponenten, die bei der tRNA-Modifikation eine Rolle
spielen auch bei der Modifikation von Proteinen involviert sein konnten. Da
Ahp1 und Rad50 Urm1-Substrate sind, wurde anhand dieser die mogliche
Funktion von Ncs2 bei der Urm1-Protein-Modifikationen Uberpruft. Im Falle
von Ahp1 konnte kein wesentlicher Unterschied festgestellt werden. Der
Vergleich der Urm1-Signale im Western Blot weist in Ancs2 weiterhin eine
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prominente Bande in gleicher Starke und Intensitat auf (Abb. 32A). Wie
bereits vorher ausfuhrlich gezeigt wurde, handelt es sich hierbei um
modifiziertes Ahp1. Auch die Modifikation von Rad50 ist absolut unverandert,
was erneut mittels HA-Immunprazipitation und anschlielender Detektion mit
aRad50-Antikorper gezeigt wurde (Abb. 32B). Die fehlende tRNA-
Schwefelmodifikation hat somit keinen Einfluss auf die Urm1-Protein-
Modifikation. Ncs2 scheint exklusiv beim Schwefeltransfer auf tRNAs zu
wirken und keine enzymatische Aktivitat bei der Konjugation von Urm1 an

Protein-Substrate zu besitzen.
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Abbildung 32: Die Urm1-Proteinmodifikation findet unabhangig von der Urm1-Funktion
bei der tRNA-Schwefelmodifikation statt. A: Denaturierte Zellextrakte aus Hefe, die
HsHAUrm1 exprimieren. Es wurde die Modifikation von Ahp1 ohne NEM (-) oder nach
Behandlung mit 10mM NEM fir 1h (+) in einem Ancs2-Hintergrund untersucht.
Nachgewiesen durch oHA-Western Blot. B: HA-Immunprazipitation. HsHAUrm1 wurde
immunprazipitiert und gebundenes Rad50 mit einem aRad50-Antikérper detektiert. Es wurde
der Einfluss einer Ancs2-Mutante auf die Rad50-Modifikation Gberpruft.
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3.6 Aufbau eines Urm1 in vitro Systems

3.6.1 Aufreinigung der rekombinaten Urm1- und Uba4-Proteine fir einen

in vitro Aktivitatstest

Es konnte gezeigt werden, dass Urm1 in Abhangigkeit von Uba4 und dessen
beiden aktiven Zentren die Proteine Ahp1 und Rad50 modifizieren kann. Es
sind allerdings keine E2- oder E3-Enzyme fir den Urm1-Signalweg bekannt.
Um zu uberprufen, ob Urm1 und Uba4 die einzigen bendtigten Komponenten
fur die Protein-Modifikation sind, wurde versucht ein Urm1 in vitro System zu
etablieren. Dazu wurden Urm1 und Uba4 in E. coli exprimiert und
anschlieBend mit Hilfe von Affintitats-Chromatographie aus dem Zelllysat
aufgereinigt. Letztendlich erhielt man unmarkiertes Urm1 und ®*"Uba4. Urm1
wurde mit einem N-terminalen GST-His-Epitop aufgereinigt, das nach der
Aufreinigung durch eine enzymatische Spaltung entfernt wurde. Da es sich
bei Uba4 um ein E1-Enzym handelt, wurde die Aktivitat getestet sich selbst
mit Urm1 zu beladen. Dazu wurde eine in vitro Reaktion mit Urm1 und
©STUba4 angesetzt. Durch Zugabe von ATP sollte die Aktivierung von Urm1
initiiert werden. In der Tat konnte eine Bande mit langsamerer Mobilitat in der
Reaktion mit den Komponenten Urm1, ®*TUba4 und ATP identifiziert werden,
die ®SUba4-Urm1 entspricht (Abb. 33). Wie fiir eine E1-Ubl-Interaktion zu
erwarten, war dieser Komplex sensitiv zu DTT, was ein Indiz fur eine
klassische Thioester-Bindung ist. Wie schon im Y2H-System scheint Uba4
auch in der in vitro Reaktion ein Dimer zu bilden (Abb. 33). Die Daten zeigen
somit, dass die rekombinanten Komponenten aktiv sind und fur weitere in

vitro Analysen eingesetzt werden konnen.
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Abbildung 33: Aus E. coli aufgereinigtes rekombinantes Urm1 und ®STUba4 sind aktiv
und bilden einen DTT-sensitiven Komplex. Urm1 und Uba4 wurden jeweils aus E. coli
aufgereinigt und in verschiedenen Kombinationen in eine in vitro Reaktion
zusammengegeben. Entweder in Anwesenheit oder Abwesenheit von ATP (-/+). Die Proben
wurden anschlieRend in Probenpuffer (-/+) DTT erhitzt, auf ein SDS-Gel aufgetragen,
elektrophoretisch aufgetrennt und die Protein-Banden durch eine Coomassie-Brillant-Farbung
sichtbar gemacht.

3.6.2 Aufreinigung der oxidierten und reduzierten Form von Ahp1

Da fur Ahp1 gezeigt werden konnte, dass es an Lysin K32 ,urmyliert* wird,
sollte rekombinates Ahp1 als Substrat im Urm1 in vitro System dienen. Zur
Aufreinigung aus E. coli wurde AHP1 Uber SLIC (Sequence & Ligation
Independent Cloning) in einen pCoofy16 Vektor mit N-terminaler Histidin-
NusA-Markierung kloniert. Die NusA-Fusion wird genutzt um eine bessere
Loslichkeit des Proteins bei der Aufreinigung zu garantieren.
Interessanterweise lag Ahp1 nach der Aufreinigung aus E. coli hauptsachlich
als oxidiertes Dimer vor. Da es unbekannt ist, welche Version von Urm1
modifiziert wird, wurde Ahp1 unter reduzierenden und oxidierenden
Bedingungen gereinigt (Abb. 34A). Beide Proben wurden mit Probenpuffer (-
/+ DTT) behandelt und auf ein Gel aufgetragen. Die Coomassie-Farbung
zeigte fur die Proben, die unter oxidierenden Bedingungen aufgereinigt
wurden, die Dimere Form, falls kein DTT zum Probenpuffer gegeben wurde.
Eine geringe Menge schien jedoch auch als Monomer vorzuliegen (Abb. 34A).
Zugabe von DTT zum Probenpuffer fuhrte zur Reduktion von Disulfidbricken,

sodass Ahp1 als Monomer vorzuliegen schien. Ahp1, das unter
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reduzierenden Bedingungen aufgereinigt wurde, liegt erwartungsgemal} als
Monomer und nur in sehr geringen Mengen als Dimer vor (Abb. 34A).

2.6.3 In vitro ,,Urmylierungs“-Reaktion

Nachdem gezeigt wurde, dass rekombinantes Uba4 funktional ist und Urm1
aktivieren kann, wurde untersucht, ob potentielle Urm1-Substrate in vitro
Surmyliert werden konnen. In dieser Arbeit konnte bereits nachgewiesen
werden, dass Ahp1 und Rad50 in vivo Substrate von Urm1 sind. Mit reinen
rekombinanten Proteinen wurde nun versucht diese Reaktion in vitro
nachzustellen. Ahp1 wurde, wie oben beschrieben, in oxidierter und
reduzierter Form aufgereinigt und anschlielend fur beide Varianten eine in
vitro ,Urmylierungs®-Reaktion angesetzt (Abb. 34B). Die in vitro Reaktion
enthielt ®*"Uba4, Urm1, oxidiertes/reduziertes Ahp1 und ATP. Die Proben
wurden fur zwei Stunden bei 30°C inkubiert und anschlieBend mit
Probenpuffer (-/+ DTT) behandelt. Es konnte nach gelelektrophoretischer
Auftrennung und Coomassie-Farbung keine Protein-Bande identifiziert
werden, die von der Mobilitat einer modifizierten Form von Ahp1 entspricht
(Abb. 34B). Dies konnte einerseits daran liegen, dass nicht die passenden
Inkubationszeiten oder Proteinkonzentrationen fur eine effiziente Urm1 in vitro
Reaktion gefunden wurden. Es konnte allerdings auch bedeuten, dass eine
oder mehrere Komponenten fur ein vollstandiges Urm1-Konjugations-System

fehlen.
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Abbildung 34: Aufbau eines in vitro ,Urmylierungs”-Systems. A: Die oxidierte und
reduzierte Form von Ahp1 wurde aus E. coli aufgereinigt und anschlieRend mit Probenpuffer
(-/+ DTT) behandelt. Die Proben wurden durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und die
Protein-Banden mit Coomassie-Brillant-Blau gefarbt. B: Urm1, ®STUba4 und ox./red. Ahp1
wurden in Anwesenheit von ATP fiir 2h bei 30°C inkubiert. Ansonsten siehe A.

60



3. Ergebnisse

3.7 Identifikation neuer Enzyme des Urm1-Signalweges

3.7.1 Urm1-Sepharose-Saule

Uba4 ist das einzige bekannte Enzym des Urm1-Signalweges. Das Urm1 in
vitro System zeigte jedoch, dass hochstwahrscheinlich weitere enzymatische
Aktivitaten fehlen, die fur ,Urmylierung“ von Ahp1 bendtigt werden. Um neue,
unbekannte Komponenten des Urm1-Signalweges zu identifizieren, wurde
rekombinantes Urm1-Protein Uber eine CNBr-aktivierte Sepharose-Saule
kovalent gekoppelt. Anschlieend wurde ein Aurm1-Zelllysat unter Zugabe
von ATP auf die Saule gegeben und inkubiert. Enzyme eines Ubl-
Konjugations-Systems gehen in Abhangigkeit von ATP eine Thioester-
Bindung mit dem jeweiligen Modifizierer ein. Nach extensiven Waschschritten
sollten diese Enzyme mittels DTT-Reduktion von der Urm1-Sepharose-Saule
eluiert werden. Die vereinigten Elutions-Fraktionen wurden auf ein Gel
aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und die aufgereinigten Proteine
anschliellend durch eine Silber-Farbung des Geles sichtbar gemacht. Die
einzelnen Banden wurden ausgeschnitten und zur massenspektroskopischen
Analyse gegeben. In der Elutions-Fraktion waren zwei Banden sichtbar, die
im letzten Wachschritt nicht vorkamen und somit spezifisch durch die
Behandlung mit DTT von der Saule eluiert wurden (Abb. 35). Bei dem Protein
mit der langsameren Migrationsgeschwindigkeit konnten sieben Peptide fur
die 57 kDa grolse Aminopeptidase Ape1 identifiziert werden. Es handelt sich
dabei um eine vakuolar aktive Aminopeptidase, die haufig in Studien fur
Autophagie und fur den CVT-Signalweg (cytosol to vacuole targeting, CVT)

eingesetzt wird. Bei der zweiten Bande wurde Urm1 nachgewiesen (Abb. 35).
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Abbildung 35: Aufreinigung potentieller Enzyme des Urm1-Signalweges. A: Oben:
Coomassie gefarbtes SDS-Gel mit rekombinant gereinigtem Urm1. Unten: Schematische
Darstellung der Urm1-Sepharose-Saule. 100mg Urm1 wurden an 4ml CNBr-aktivierte
Sepharose gekoppelt. Ein Zelllysat aus 100g Biomasse eines Aurm71-Stammes wurde mit
2mM ATP versetzt und anschlieend auf die Saule gegeben. B: siehe A, die Saule wurde mit
Hochsalz gewaschen und zuletzt alle gebundenen Proteine mit 100mM DTT eluiert. Der
letzte Waschschritt und die DTT-Elution wurden auf ein Gel aufgetragen, elektrophoretisch
aufgetrennt und die Proteinbanden danach mit einer Silber-Farbung sichtbar gemacht.

3.7.2 Verifikation der Urm1-Ape1-Interaktion

Um das Ergebnis aus der massenspektroskopischen Analyse zu bestatigen
wurde APE1 mit einem C-terminalen Myc-Epitop markiert, um das Protein im
Western Blot detektieren zu konnen. In einer HA-Immunprazipitation gegen
HsHAUrm1 und anschlieBendem Western Blot gegen Ape1™° konnte ein
Signal identifiziert werden, das von der Mobilitat einem Urm1-Ape1-Komplex
entsprach (Abb. 36A). Es wurde auch die unmodifizierte Form von Ape1 in
der HA-Immunprazipitation angereichert. Da Urm1 und Ape1 einen DTT-
sensitiven Komplex bilden und die Proben mit DTT im Probenpuffer behandelt
wurden, handelte es sich hochstwahrscheinlich urspringlich um die
modifizierte Form von Ape1 (Abb. 36A+B). Wie beim Urm1-Rad50-Komplex
ist diese Interaktion sensitiv. zu NEM. Nach Zugabe von NEM zum
Zellmedium ist die modifizierte Form von Ape1 nicht detektierbar (Abb. 36B).
Um zu uberprufen, ob es sich bei Ape1 um ein Enzym des Urm1-Signalweges
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handelt, wurde die Urm1-Konjugatbildung in Aape?-Mutanten beobachtet
(Abb. 36C). Dabei liel3 sich feststellen, dass die Aape7-Mutanten keinen
Einfluss auf die Urm1-Konjugatbildung haben. Es handelt sich somit
vermutlich um ein Substrat und nicht um ein Enzym der Urm1-Konjugations-

Maschinerie.
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Abbildung 36: Die Ape1-Urm1-Interaktion. A: HA-Immunprézipitation. Exprimiertes
F9A0rm1 wurde mit aHA-Antikdrper prazipitiert und gebundenes Ape1 wurde im aMyc-
Western Blot detektiert. B: Siehe A, zusatzlich wurden Zellen mit NEM (+) behandelt. C:
Denaturierte Zellextrakte von "*"*Urm1-Stammen. Die mit (+) gekennzeichneten Proben
wurden fir 1h mit 10mM NEM behandelt. Die jeweils letzten beide Stdmme sind
unterschiedliche Aape7-Mutanten und sind durch #1 und #2 gekennzeichnet. Western Blot
mit aHA- und aDpm1-Antikérper.
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3.8 Urm1 wird ubiquityliert und SUMOyliert

3.8.1 Aufreinigung von ubiquityliertem und SUMOyliertem Urm1

Die Analyse der Struktur und der Aminosauresequenz von Urm1 ergab, dass
vier der sechs Lysine raumlich in nachster Nahe liegen und sogar Teil einer
SUMO-Konsensus-Seite sind (Abb. 37A). Ein weiteres Lysin (K18) liegt
zudem sehr exponiert an der Oberflache von Urm1. Um zu uberprufen, ob
diese Lysine moglicherweise durch Ubiquitin oder SUMO (Smt3) modifiziert
werden, wurden sowohl fur His-Ubiquitin als auch far His-Smt3
denaturierende NiNTA-Aufreinigungen durchgefuhrt. Zusatzlich war in diesen
Hefestammen Urm1 mit einer N-terminalen HA-Markierung versehen. Der
Western Blot mit den Proben der denaturierenden Aufreinigung ergab, dass
Urm1 tatsachlich in ubiquitylierter Form vorliegt (Abb. 37B). Ob es sich dabei
um mehrere einzelne Ubiquitin-Molekule oder um eine Polyubiquitinkette an
Urm1 handelte, konnte nicht unterschieden werden. Zudem konnte auch eine
schwache Modifikation mit Smt3 identifiziert werden. Typischerweise laufen
Smt3-Modifikationen auf der Hohe der Di-ubiquitylierten Form des gleichen
Substrates (Abb. 37B).
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Abbildung 37: Urm1 wird ubiquityliert und SUMOyliert. A: Dreidimensionale Darstellung
der elektrostatischen Oberflache von Urm1. Die Oberflachenfarben geben die Starke des
elektrostatischen Potentiales an. Rot = negativ, wei® = neutral, blau = positiv (Xu et al.,
2006). Darunter ist die lineare Aminosauresequenz von Urm1 abgebildet. Die Lysine und die

64



3. Ergebnisse

SUMO-Konsensus-Seiten (zusatzlich unterstrichen) sind rot markiert. B: NiNTA-Aufreinigung
von His-Ubiquitin und His-Smt3. Detektion von "AUrm1 mit aHA-Antikorper.

3.8.2 Urm1 wird an Lysin K18 ubiquityliert

Nachdem Urm1 anscheinend selbst Ziel von Modifikationen ist, ergab sich die
Fragestellung, an welchem Lysin die Modifikationen stattfinden. In der
massenspektrokopischen Untersuchung der zweistufigen Aufreinigung von
Urm1 konnte ein verzweigtes Peptid am Lysin K18 identifiziert werden wie es
typischerweise bei Ubiquitylierungen vorkommt. Interessanterweise konnten
bei der selben Aufreinigung zudem verzweigte Peptide am Lysin K48 von
Ubiquitin entdeckt werden. Zusammenfassend |asst sich daraus schliel3en,
dass Urm1 hochstwahrscheinlich am Lysin K18 polyubiquityliert wird und es
sich dabei um eine Lysin K48-Kette handelt.

3.8.3 Die Modifikation von Urm1 hat keinen Einfluss auf die Urm1-

Konjugation

Urm1 wird an Lysin K18 ubiquityliert und hochstwahrscheinlich an einem der
Lysine K5, 18, 23, 25 oder 28 SUMOyliert. Um zu uberprufen, ob die
Abwesenheit der modifizierten Formen von Urm1 einen Phanotyp generiert,
wurde ein Hefestamm konstruiert, der eine Urm1-Variante ohne Lysine
exprimiert ("*"4Urm1K0). Dieser Hefestamm wurde auf Zeocin-haltigen
Hefeplatten inkubiert und mit WT-, ""AUrm1- und ™"AUrm1 Auba4-
Hefestammen verglichen. Dieser Stamm wies die gleiche Resistenz
gegeniiber Zeocin auf wie WT und "™"AUrm1 (Abb. 38). Somit scheint die
Modifikation von Urm1 nicht fur die Schwefelmodifikation an tRNAs benotigt
zu werden. Die Urm1-Substrat-Konjugation scheint ebensowenig durch die
Modifikationen beeinflusst zu werden. Zugabe von NEM zum Hefemedium
induzierte die Konjugatbildung im "*"AUrm1-Stamm im gleichem MaRe wie im
HISHAUrm 1K0-Hefestamm. Somit bleibt die Rolle der Modifikationen an Urm1

weiterhin unbekannt.
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Abbildung 38: Die Modifikation von Urm1 hat keinen offensichtlichen Phanotyp. A:
Serielle Verdunnungsreihen von Hefestdmmen, die N-terminal markiertes Urm1 exprimieren,
auf YPD und Zeocin-haltigen Hefeplatten. Phanotypische Analyse des A Urm 1KO-
Hefestammes. B: Stdmme aus A. Durch Behandlung der Zellen mit 10mM NEM fir 1h (+)
wurde die Urm1-Konjugat-Bildung stabilisiert. aHA-Western Blot zeigt freies HsHAUrm1 und
die Konjugate. Vergleich zwischen ™™ Urm1 und "™ Urm1K0 ergab keinen wesentlichen
Unterschied. aDpm1-Detektion diente der Ladekontrolle.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde der posttranslationale Modifizierer Urm1 untersucht. Es
konnte detailliert aufgezeigt werden, dass es sich bei Urm1 um einen Protein-
Modifizierer handelt. Anhand von Ahp1 konnte erstmals nachgewiesen
werden, dass die ,Urmylierung“ von Proteinen an einem Lysin stattfindet und
diese Modifikation von beiden aktiven Cysteinen des E1-Enzymes Uba4
abhangig ist. Aullerdem wurden neue unbeschriebene Urm1-Substrate
identifiziert, wobei die Rad50-Modifikation genauer untersucht wurde. Es
konnte zudem gezeigt werden, dass die Sensitivitat der Aurm7-Mutante
gegenuber Zeocin mit der Funktion von Urm1 beim Schwefeltransfer auf
tRNAs zusammenhangt. Weiterhin beschreibt diese Arbeit, dass Urm1 selbst
Ziel von Modifikationen wie Ubiquitylierung und SUMOylierung ist. Es konnte
auch hierbei die Aminosaure von Urm1 identifiziert werden, die durch
Ubiquitin modifiziert wird. Diese und alle weiteren Ergebnisse werden auf den
folgenden Seiten diskutiert.

4.1 Urm1 modifiziert Ahp1 an Lysin K32

In dieser Arbeit wurde durch massenspektroskopische Untersuchungen und
proteinbiochemische Aufreinigungsmethoden bestatigt, dass Ahp1 post-
translational mit Urm1 modifiziert wird. Ahp1 ist eines von funf
Peroxiredoxinen in S. cerevisiae. Peroxiredoxine konnen reaktive
Sauerstoffarten (ROS) reduzieren und somit unschadlich machen. ROS wie t-
BOOH (tert-Butyl-Hydroperoxid) l16sen in Zellen oxidativen Stress aus und
konnen in Makromolekulen (DNA, Proteine, Lipide) weitlaufige Schaden
anrichten. Ahp1 besitzt eine hohe Spezifitat bei der Reduktion von t-BOOH.
Mit seinem konservierten N-terminalen Cystein C62 (C62-SH) kann Ahp1 t-
BOOH attackieren und unter Entstehung einer Sulfensaure (C62-SOH) zu t-
BOH (tert-Butanol) reduzieren. Das Cystein C120 (resolving Cystein) eines
anderen Ahp1-Moleklles reagiert mit der Sulfensdure und bildet unter
Freilassung von H>O eine Disulfidbricke aus. Diese dimerisierte Form von
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Ahp1 kann wiederum durch das Thioredoxin-System reduziert werden
(Abb.39).

In dieser Arbeit wurde nun erstmals gezeigt, dass Ahp1 am Lysin K32
Surmyliert® wird, sodass von einer Verknupfung Uber eine Isopeptidbindung
ausgegangen werden kann. Eine mdogliche Funktion des Urm1-Systems
konnte ein direkter Einfluss bei der Abwehr von oxidativem Stress sein.
Tatsachlich besitzt die ahp 1%**"-Mutante eine Sensitivitat gegeniiber t-BOOH,
die vergleichbar zum Aahp1-Stamm ist. Die Urm1-Modifikation an Lysin K32
von Ahp1 scheint somit flir dessen Funktion essentiell zu sein.
Interessanterweise liegt das Lysin K32 mit dem benachbartem und
konserviertem Cystein C31 in einem Proteinbereich, der als unstrukturiert und
flexibel beschrieben wird (Trivelli et al., 2003). Dieses Cystein scheint jedoch
im Gegensatz zu den Cysteinen C62 und C120 nicht fur die Reduktion von t-
BOOH bendtigt zu werden (Jeong et al.,, 1999). Es existieren deshalb
Spekulationen, ob diese unstrukturierte Region in Ahp1 fur die Interaktion mit
dem Thioredoxin-System benotigt wird (Trivelli et al., 2003). Weiterfuhrende
Interaktionsstudien konnten Hinweise auf die Fragestellung liefern, ob Urm1
einen Einfluss auf die Interaktion von Ahp1 mit den Trx-Proteinen hat.

Interessanterweise wurde die ,Urmylierung” von Ahp1 in Anwesenheit von
NEM sehr stark stabilisiert. NEM ist eine Thiol-reaktive Chemikalie, die
reduzierte Thiol-Gruppen irreversibel modifizieren kann, sodass diese keine
Disulfidbricken ausbilden konnen. Behandlung von Hefezellen mit t-BOOH
fuhrte dagegen dazu, dass durch nachtragliche Zugabe von NEM keine
modifizierte Form von Ahp1 detektiert werden konnte. Anwesenheit von t-
BOOH Iost in Zellen oxidativen Stress aus und induziert die Bildung von
Disulfidbricken zwischen zwei Ahp1-Molekulen (lwai et al., 2010). Die
anschlieende Behandlung mit NEM hat somit keinen Einfluss auf die Ahp1-
Modifikation, da keine freien Thiol-Gruppen vorliegen. Die unterschiedliche
Wirkweise dieser Chemikalien beeinflusst den Redox-Status von Ahp1 und
bestimmt somit, ob Ahp1 ein Urm1-Substrat ist oder nicht. Ahp1 scheint nur in
reduzierter Form ein Substrat der Urm1-Modifikation zu sein (Abb. 39).

Es ist bekannt, dass Ahp1 nicht nur der Reduktion von t-BOOH dient,
sondern das Redox-Signal auch auf weitere Sensor-Molekule, wie dem

transkriptionellen Aktivator Cad1, Ubermitteln kann. Die oxidierte Form von
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Ahp1 scheint dabei Cad1 zu oxidieren, welches folglich inter- bzw.
intramolekulare Disulfidbricken ausbildet und dadurch transkriptionell aktiv
wird. Es ist somit durchaus denkbar, dass Urm1 auch einen Einfluss auf das
Expressionslevel von stressinduzierten Proteinen hat (lwai et al., 2010). Die
Untersuchung der mRNA-Level dieser stressinduzierten Transkripte oder der
entsprechenden  Protein-Level in  Aurm1-Stammen konnte hierbei
Erkenntnisse Uber die Funktion von Urm1 in diesem Prozess liefern.

Einen weiteren Hinweis, dass Urm1 eine wichtige Funktion bei der Abwehr
von oxidativen Stress spielt, ergab die Aufreinigung von Urm1-Substraten.
Neben Ahp1 wurden massenspektroskopisch weitere potentielle Urm1-
Protein-Substrate (Trx1, Tsa1, Grx1, Grx3) entdeckt, die beim Glutathion-
/Thioredoxin-System eine entscheidende Funktion einnehmen. Liel3e sich die
Urm1-Modifikation dieser Proteine verifizieren, ware es interessant zu
untersuchen, ob in Aurm71-Stammen die Konzentration von ROS erhdht ist.
Die Produktion von ROS lassen sich in der Zelle durch den Gebrauch von
CM-H,DCFDA (5-(und-6)-Chloromethyl-2°7"-Dichloro-dihydro-fluorescein Di-
acetat) nachweisen. Es handelt sich um eine Zell-permeablen Chemikalie, die
nach Oxidation durch ROS grun fluoresziert. Erhohte ROS-Konzentrationen in
Aurm1-Mutanten sollten in diesem System detektierbar sein (Su et al., 2010).

Uber die genaue Funktion der ,Urmylierung“ von Ahp1 kann allerdings nur
spekuliert werden. Es wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass Urm1 fur die
Aktivitat von Ahp1 bendtigt wird. Somit ware es vorstellbar, dass die Urm1-
Konjugation zu sterischen Veranderungen in Ahp1 fuhren kann. Dies konnte
sich wiederum positiv auf die katalytische Aktivitat von Ahp1 auswirken.
AuBerdem konnte die ,Urmylierung” auch Protein-Protein-Interaktion
zwischen Ahp1 und anderen Proteinen erleichtern, die fur die Aktivitat
bendtigt werden. Die Interaktoren konnten ein Urm1-Interaktion-Motiv tragen
und somit modifiziertes Ahp1 besser als die unmodifizierte Form erkennen.
Hierbei ware es interessant die bekannten Ahp1-Interaktoren wie die Trx-
Proteine auf ein solches Motiv zu untersuchen. Bereits fur andere Ubl-
Proteine konnte ein ahnlicher Mechanismus aufgezeigt werden. Ein
prominentes Beispiel ist das SIM (SUMO Interaktions Motiv), das in
zahlreichen Proteinen vorhanden ist und die Interaktion mit SUMOylierten

Proteinen ermoglicht.
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4.2 Ahp1 wird in Abhangigkeit von Uba4 modifiziert

Das Urm1-System vereinigt Eigenschaften von bakteriellen Schwefeltransfer-
Systemen und eukaryontischen UbI-Systemen. Zum einen besitzt es die
Fahigkeit der bakteriellen MoaD/ThiS-Systeme Schwefel zu Ubertragen und
ist fur die Thio-Modifikation von spezifischen tRNAs essentiell. Andererseits
kann Urm1 Proteine modifizieren und verhalt sich wie ein klassisches Ubl
(Abb. 40). Die ambivalenten Eigenschaften des Urm1-Systems zeigen sich
am deutlichsten am E1-Enzym Uba4. Uba4 besitzt neben der typischen E1-
Domane, die fur die Adenylierung und den Transfer von Ubls bendtigt wird,
eine aktive Rhodanese-Domane. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
beide Domanen mit ihren aktiven Cysteinen C225 und C397 an der
Modifikation von Proteinen beteiligt sind. Die ,Urmylierung” von Ahp1 ist
sowohl in C225S- als auch C397S-Mutanten abwesend. Beide Domanen sind
somit bei der Modifikation von Proteinen katalytisch aktiv (Abb. 39).
Rhodanese-Domanen sind eigentlich als strukturelle Module bekannt, die
beim Schwefeltransfer eine Rolle spielen konnen. In bisherigen Publikationen
konnte der Rhodanese-Domane von Uba4 bereits eine essentielle Funktion
bei der posttranskriptionellen Modifikation von bestimmten cytosolischen
tRNAs zugewiesen werden (Bjork et al., 2007; Dewez et al., 2008; Leidel et
al., 2009; Nakai et al., 2008). Interessanterweise liegt Urm1 neben der zu
erwartenden carboxylierten auch in einer thiocarboxylierten Form vor (Leidel
et al., 2009; Schmitz et al., 2008). Fur die Thiocarboxylierung scheint nicht
das E1-Cystein C225 verantwortlich zu sein, sondern allein das Cystein C397
der Rhodanese-Domane (Schmitz et al., 2008). Dabei Ubertragt die Cystein-
Desulfurase Nfs1 Schwefel auf das Cystein C397 von Uba4 unter Bildung
einer Persulfides (C397-S-SH) (Nakai et al., 2007). Schmitz und Mitarbeiter
verweisen in ihren Daten zudem darauf, dass zwischen rekombinanten Urm1-
und Uba4-Proteinen im Gegensatz zu Ubiquitin und Uba1 keine Thioester-
Bindung entsteht. Sie halten es deshalb in diesem Zusammenhang fur
wahrscheinlicher, dass adenyliertes Urm1 direkt auf das Persulfid von Cystein
C397 ubertragen wird und somit eine Acyl-Disulfid-Bindung eingeht. Eine
anschlieende reduktive Spaltung der Disulfid-Bindung durch das Cystein

C225 von Uba4 konnte die thiocarboxylierte Form von Urm1 freisetzen. Von
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dort konnte daraufhin der Schwefel Uber einen unbekannten Mechanismus
mit Hilfe des Ncs2/Ncs6-Komplexes auf tRNAs transferiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch eindeutig gezeigt werden, dass
die rekombinanten Proteine Urm1 und Uba4 in Abhangigkeit von ATP einen
DTT-sensitiven Komplex ausbilden. AuRerdem wurde bereits friher in vivo ein
DTT-sensitiver Urm1-Uba4-Komplex identifiziert (Furukawa et al., 2000).
Nach gangigen Kriterien spricht hier alles fur eine Thioester-Bindung. Ob die
Thioester-Bindung an beiden aktiven Cysteinen oder nur am Cystein C225
ausgebildet wird, musste mit den jeweiligen rekombinanten Punktmutanten in
vitro weiter analysiert werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse ist es durchaus vorstellbar, dass Uba4
unterschiedliche Mechanismen der Urm1-Aktivierung und des Transfers
durchfuhrt. Bereits das Atg-Konjugations-System, das fur die Autophagie
essentiell ist, zeigt mogliche variable Eigenschaften von E1-Enzymen. Wie
bereits in der Einleitung erwahnt wurde, kann hierbei das E1-Enzym Atg7
zwei verschiedene Modifizierer (Atg8 und Atg12) aktivieren und auf
unterschiedliche E2-Enzyme (Atg3 und Atg10) transferieren. Aulierdem zeigt
das Beispiel der Atg8-Modifikation von Phosphatidyl-Ethanolamin, dass Ubls
neben Protein-Substraten auch andere Molekule modifizieren konnen. Es ist
daher denkbar, dass Uba4 abhangig von seiner Funktion zwei
unterschiedliche Aktivierungs-Mechanismen ausfuhren kann. Im Fall von
Protein-Modifikationen konnte Urm1 mit dem Cystein C225 eine klassische
Thioester-Bindung eingehen. AnschlieRend konnte das Cystein C397 die
Funktion eines E2-Enzymes ubernehmen und Urm1 auf ein Substrat wie
Ahp1 Ubertragen (Kerscher et al., 2006). Beim Transfer von Schwefel auf
tRNAs ware dementsprechend ein alternativer Mechanismus, wie er von
Schmitz und Mitarbeitern postuliert wurde, denkbar.

In diesem Zusammenhang ware es sehr interessant zu untersuchen, ob
die Persulfid-Bildung am Cystein C397 fur die ,Urmylierung“ von Proteinen
bendtigt wird. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Zellen mit einem
Mangel an Nfs1 keinen Schwefeltransfer auf cytosolische tRNAs durchfiuhren
konnen (Nakai et al., 2007). Hatte die Abwesenheit von Nfs1 keinen Einfluss
auf die Urm1-Protein-Konjugation ware dies ein Hinweis, dass die

Rhodanese-Domane in Uba4 eine klassische E2-Funktion austiben kann.
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Neben einer enzymatischen Aktivitat im Urm1-Signalweg scheint Uba4
selbst Ziel der ,Urmylierung® zu sein. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass Uba4 nicht nur die E1-typische Thioester-Bindung mit Urm1
eingeht, sondern auch einen Komplex bildet, der unter denaturierenden
Bedingungen stabil ist. Die Zugabe von NEM zu den Zellen kann diese
Modifikation sogar noch verstarken. Thioester-Bindungen sind unter
denaturierenden Bedingungen nicht stabil, sodass hier von einer
Isopeptidbindung ausgegangen werden muss. Uba4 ist somit Enzym und
Substrat des Urm1-Signalweges. Als weiterfuhrende Untersuchungen ware es
interessant die Seite der Modifikation zu identifizieren, um durch gezielte
UBA4-Punktmutationen den Einfluss auf die Urm1-Konjugations-Maschinerie
zu analysieren. Zudem konnten in vitro Analysen mit rekombinanten Uba4-
Varianten und Urm1 weitere Informationen uber die unterschiedlichen

Aktivitaten von Uba4 liefern.

Nfsley,
SIH SIH
+PP,
SIH %H
+ATP
0O
UrmlJI\OH
Urml | H 7‘)
\ Ahpl
6 ) NH +

4.) - 2Trx(S),
SH HS _t-BOOH | S =S
U fsu ms
SH
Urml N=K 32 S =35
H 2Trv((SH)2
vl

Dekonjugierende Enzyme

Abbildung 39: Die ,,Urmylierung” von Proteinen: 1.) Urm1 wird durch Uba4 an seinem C-
Terminus adenyliert und aktiviert. Uba4 besitzt zwei aktive Cysteine. C225 und C397 (die
Rhodanese-Domane ist in rot markiert). 2.) Das Cystein C397 von Uba4 erhalt direkt oder
indirekt ein Schwefel-Atom von Nfs1 und kann ein Persulfid ausbilden. 3.) Aktiviertes Urm1
bildet mit einem aktiven Cystein von Uba4 eine Thioester-Bindung aus. Ob hierfur der
Persulfid am Cystein C397 bendtigt wird ist unklar 4.) Anschlielend wird Urm1 entweder Uber
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das Cystein C397 und/oder andere enzymatische Aktivitdten auf das Lysin K32 von
reduziertem Ahp1 uUbertragen. 5.) Ahp1 liegt in reduzierter und oxidierter Form vor. Die
oxidierte Form wird durch ein Thioredoxinsystem reduziert und liegt somit wieder als
Monomer vor. Ahp1 ist nur in reduzierter Form Substrat von Urm1. Durch Zugabe von NEM
wird die Dimerisierung und die Bildung von Disulfidbricken blockiert, wodurch die
Modifikation von Ahp1 verstarkt wird. AuRerdem wird durch die NEM-Zugabe die Aktivitat von
dekonjugierenden Enzymen blockiert. Zugabe von t-BOOH fiihrt dagegen zu einer
vermehrten Dimerisierung von Ahp1. Dementsprechend kann unter diesen Bedingungen
Ahp1 nicht modifiziert werden. 6.) Uba4 ist nicht nur das E1-Enzym des Urm1-Signalweges,
sondern ist selbst Substrat der ,Urmylierung”. 7.) Dekonjugiertes Urm1 kann erneut fir die
Modifikation von Ahp1 oder von anderen Proteine eingesetzt werden.

4.3 Rad50 bildet mit Urm1 einen NEM-sensitiven Komplex

Aufgrund der Zeocin-Sensitivitat des Aurm1-Stammes wurde nach
potentiellen Substraten und Interaktoren gesucht, die bei der Reparatur von
DNA-Doppelstrangbrichen (DSB) eine Rolle spielen. Dabei konnte fur Rad50
gezeigt werden, dass es in Abhangigkeit von Uba4 und seinen beiden aktiven
Cysteinen modifiziert wird. Erstaunlicherweise ist jedoch die Urm1-Rad50-
Verknupfung im Gegensatz zur Urm1-Ahp1-Bindung NEM-sensitiv. Der
entscheidende Effekt durch die Zugabe von NEM zum Zellmedium scheint
dabei nicht aufgrund einer Inaktivierung von dekonjugierenden Enzymen zu
entstehen, sondern vielmehr durch direktes Einwirken auf ein Substrat. NEM
kann mit jedlicher Art von Thiol-Gruppen reagieren und ist dabei nicht auf
dekonjugierende Enzyme beschrankt. Es ware daher denkbar, dass bei
Rad50 die Ausbildung von Disulfidbricken, die Dimerisierung Uber den Zink-
Haken oder andere Protein-Protein-Wechselwirkungen durch NEM
beeintrachtigt werden und sich dies im Gegensatz zu Ahp1 negativ auf die
Urm1-Modifikation auswirkt. Umgekehrt konnte dies wiederum bedeuten,
dass Urm1 auch fur die effektive Komplexbildung bendtigt wird. Tatsachlich
konnte gezeigt werden, dass in Aurmi-Stammen eine geringere
Komplexbildung von MRX stattfindet. Aullerdem war die Protein-Stabilitat von
Rad50 in Aurm1- und Auba4-Mutanten leicht verringert.

Die NEM-Sensitivitat konnte allerdings auch daran liegen, dass sich die
chemische Bindung von Urm1-Rad50 gegenuber Urm1-Ahp1 unterscheidet.
Ein Indiz dafur lieferte eine denaturierende Aufreinigung von Urm1. Im
Gegensatz zu nativen Aufreinigungen konnte unter denaturierenden

Bedingungen die Rad50-Modifikation nicht nachgewiesen werden.
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Isopeptidbindungen wie sie zwischen Ubls und deren Substraten entstehen
sind im Gegensatz zu Thioester-Bindungen unter diesen Aufreinigungs-
bedingungen stabil. Dies konnte bedeuten, dass Rad50 nicht an Lysinen,
sondern an Cysteinen modifiziert wird und konnte zudem erklaren, warum der
Urm1-Rad50-Komplex NEM-sensitiv ist. Die reaktiven Cysteine werden durch
NEM blockiert und konnten folglich nicht durch Urm1 modifiziert werden.
Diese Diskrepanz zwischen der Ahp1- und Rad50-Modifikation ware erneut
durch die ungewohnliche Domanenstruktur von Uba4 erklarbar, die dem
Urm1-System eine funktionale Fexibilitdt ermoglicht. Jedoch ist zu bemerken,
dass auch die ,Urmylierung” von Ahp1 unter denaturierenden Bedingungen
erst nach Induktion mit NEM detektierbar war, wogegen unter nativen
Bedingungen auch ohne Zugabe von NEM. Im Fall von Rad50 ware es
demnach denkbar, dass die Modifikation an Lysinen stattfindet, aber nur
aufgrund einer fehlenden Induktion nicht detektierbar gewesen ist.
Interessanterweise besitzt Rad50 wie Uba4, die Glutaredoxine und die
Thioredoxine auch ein CXXC-Motiv, Uber das zwei Rad50-Molekule Zink
komplexieren konnen. Ob zwischen diesem Motiv und der Modifikation durch
Urm1 ein ursachlicher Zusammenhang steht musste mit entsprechenden

Punktmutanten weiter analysiert werden.

4.4 Die Zeocin-Sensitivitat von Aurm1-Mutanten ist ein Phanotyp
der tRNA-Modifikation

Die Aurm1- und Auba4-Mutanten wurden in dieser Arbeit bei einem Screen
entdeckt, der =zur Identifikation sensitiver Mutanten gegeniber DNA-
schadigenden Substanzen durchgefuhrt wurde. Das ursprungliche Ziel war
neue Komponenten der DNA-Reparatur zu identifizieren. Erste genetische
Analysen lieRen jedoch keine eindeutige Aussage Uber die Funktion von
Urm1 in DNA-Reparatur-Signalwegen zu. Jedliche Kombinationen von Aurm1
mit Mutanten der DNA-Reparatur fuhrten zu verstarkten Sensitivitaten. So
hatte die Aurm1 Arad52-Doppelmutante deutlich groRere Probleme beim
Wachstum auf Zeocin-haltigen Hefeplatten als die jeweiligen Einzelmutanten.
Da es sich bei Urm1 um einen Modifizierer handelt, der potentiell bei
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verschiedensten zellularen Prozessen beteiligt ist, sind allerdings auch keine
klaren epistatischen Ergebnisse zu erwarten. Jedoch stellte sich spater
heraus, dass der Phanotyp der Aurmi1- und Auba4-Mutanten gegenuber
Zeocin nicht mit der Modifikation von Proteinen im Zusammenhang steht,
sondern vielmehr mit der Funktion von Urm1 beim Schwefeltransfer auf
bestimmte tRNAs korreliert. Es wurde bereits fur einige Phanotypen gezeigt,
dass die Uberexpression bestimmter unmodifizierter tRNAs die Sensitivitaten
der Aurm1-Mutanten aufheben konnen (Leidel et al., 2009). Dabei scheint der
Uberschuss die mangelnde Spezifitat der unmodifizierten tRNAs zu einzelnen
MRNA-Codons ersetzen zu konnen. In dieser Arbeit konnte anschliel3end
nachgewiesen werden, dass Mutanten von Komponenten, die wie Ncs2 fur
die tRNA-Modifikation bendtigt werden, die gleiche Sensitivitat zu Zeocin wie
Aurm1-Mutanten besitzen und sich auch die Doppelmutanten strikt epistatisch
verhielten. Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass Ncs2 nicht fur die Urm1-
Konjugation an Proteine, wie Ahp1 und Rad50, bendtigt wird, sondern eine
exklusive Funktion beim Schwefeltransfer auf tRNAs ausubt.

Eine weitere Erklarung fur die Ursache der Zeocin-Sensitivitat lieferte die
Urm1-Doppelglycin-Mutante (Glycin zu Alanin). Diese bildete im reduzierten,
aber dennoch signifikanten Male Protein-Konjugate und verhielt sich
gegenuber Zeocin wie ein Aurm1-Stamm. Zusammenfassend lasst sich
daraus schlie3en, dass nicht die fehlende Urm1-Konjugation zu einem Protein
fur den Zeocin-Phanotyp verantwortlich ist, sondern mangelnder
Schwefeltransfer auf tRNAs.

4.5 Enzyme des Urm1-Signalweges

Wie bereits erwahnt wurde ist fur das Urm1-Konjugations-System nur das E1-
Enzym Uba4 bekannt. Es wurden weder E2- noch E3-Homologe entdeckt.
Die Inkubation von Aurm1-Lysat auf einer Urm1-Sepharose-Saule und eine
anschlieende reduktive Elution sollten es ermoglichen Enzyme des Urm1-
Konjugations-Systems zu identifizieren. Die Aminopeptidase 1 (Ape1) war das
einzige Protein das spezifisch in der Elutions-Fraktion angereichert wurde.
Uba4 als interne Kontrolle konnte zwar im Western Blot detektiert werden,
war allerdings in der massenspektroskopischen Untersuchung nicht
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identifizierbar (Daten nicht gezeigt). Ape1 ist eine vakuolare Hydrolase, die
als unprozessierte Form prApe1 (pr = precursor) uber den CVT-Signalweg
(cytosol to vacuol, CVT ) selektiv in die Vakuole transportiert wird. prApe1
wird als Vorlauferprotein im Cytosol synthetisiert und bildet dort ein Homo-
Dodecamer. Dieser sogenannte Ape1-Komplex wird Uber Atg19 und Atg11
zur preautophagosomalen Struktur transportiert (PAS). PAS st eine
perivakuolare Vesikel-bildende Struktur, die unter anderem den Apel-
Komplex mit einer Doppelmembran umhallt. Diese Struktur wird als CVT-
Vesikel bezeichnet. Der CVT-Vesikel fusioniert mit der Vakuole, prApe1 wird
daraufhin prozessiert und als Aminopeptidase in der Vakuole aktiv.

Um fur Ape1 eine potentielle enzymatische Funktion im Urm1-Signalweg
zu identifizieren, wurde die Urm1-Substrat-Bildung in einem Aape7-Stamm
Uberpruft. Die Konjugation von Urm1 zu Proteinen war im Aape7-Hintergrund
nicht verandert. Ape1 ist scheinbar ein weiteres Substrat und kein Enzym der
Urm1-Enzym-Kaskade. Interessanterweise ist die Interaktion und die
kovalente Bindung von Urm1 mit Ape1 NEM-sensitiv. Da sich die Urm1-Ape1-
Interaktion wie eine Urm1-Rad50-Interaktion verhalt, ist auch hier von einer
Verknupfung mit einem Ape1-Cystein auszugehen. Die Funktion der Ape1-
Modifikation und die Rolle von Urm1 im CVT-Signalweg bleibt allerdings
weiterhin unklar. Da sich die Ape1-Lokalisation in der Zelle sehr gut darstellen
lasst, konnte getestet werden, ob Urm1 mit Ape1 kolokalisiert oder fur den
Transport in die Vakuole bendtigt wird. Aufgrund der Tatsache, dass Ape1
kein Enzym des Urm1-Konjugations-Systems ist und keine weiteren
Kandidaten identifiziert wurden, stellte sich die Frage, ob eine Konjugations-
Maschinerie moglicherweise einzig aus einem Modifizierer und einem E1-
Enzym bestehen kann. Die Existenz eines Ubiquitin-ahnlichen Systems, das
stromlinienférmiger ohne aufwendige weitere Enzymkaskade funktioniert, wird
durch folgende Tatsachen gestutzt: 1.) Es existieren verwandte
eukaryontische E1-Enzyme, die relativ promiskuitiv, mehr als ein Ubl-Protein
aktivieren konnen (Ilchimura et al.,, 2000). 2.) Fur das SAMP-System in
Archaea wurde auch kein E2-Enzym entdeckt (Humbard et al., 2010) 3.) Die
Ubiquitylierung kann auch in der Abwesenheit von E3-Ubiquitin-Ligasen
stattfinden. 4.) Die Rhodanese-Domane konnte eine Art E2-Funktion

ubernehmen (Kerscher et al., 2006). Es scheint somit die Idee eines E2- und
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E3-unabhangigen Ubiquitin-ahnlichen Systems zulassig. Die Kombination aus
E1- und Rhodanese-Domane konnte in der Tat die Variabiliat und die
unterschiedlichen Eigenschaften des Urm1-Systems erklaren. Allerdings
bleibt zu erwahnen, dass auch fur das Atg-Konjugations-System ein E2-
Enzym entdeckt wurde, das keinerlei Homologie zu bekannten Ubiquitin-E2-
Enzymen besitzt (Shintani et al., 1999). Auch der Versuch ein in vitro
,2Jrmylierungs“-System mit rekombinanten Urm1, Uba4 und Ahp1 zu
etablieren misslang. Es ist somit zu vermuten, dass noch weitere
enzymatische Komponenten fur eine ,Urmylierungs®-Reaktion bendtigt

werden.

4.6 Die Modifikation von Urm1

Urm1 besitzt sechs Lysine, wobei K5, 23, 25 und 28 innerhalb oder in
nachster Nahe eines SUMO-Konsensus-Motives mit der Sequenz yKxE/D
liegen ( steht hier fur eine aliphatische und x fur eine beliebige Aminosaure).
Dabei interagiert das Smt3-E2-Enzym Ubc9 meistens direkt mit den Smt3-
Substraten und bindet an das Konsensus-Motiv. Die Konjugation von Smt3
kann allerdings auch an Lysinen stattfinden, die nicht Teil einer
Konsensussequenz sind. Eine denaturierende Aufreinigung von Smt3-
Substraten hat ergeben, dass Urm1 an einem seiner Lysine modifiziert wird.
Die genaue Stelle der Modifikation ist nicht identifiziert worden, aber es ist
davon auszugehen, dass es sich um eines der vier genannten Lysine handelt.
Im Falle der SUMOylierung kann es zuweilen schwierig sein die genaue Stelle
der Modifikation zu identifizieren, da durch die Mutation des ursprunglich
modifizierten Lysins ein anderes Lysin Ziel der Modifikation werden kann.
Neben der SUMOylierung von Urm1 konnte auch eine Ubiquitylierung
nachgewiesen werden. Das detektierte Signal der ubiquitylierten Form von
Urm1 lied jedoch keine Unterscheidung zwischen mehrfacher Mono-
Ubiquitylierung und einer einzelnen Poly-Ubiquitinkette zu. Interessanterweise
konnte in einer denaturierenden Aufreinigung zur Identifikation von Urm1-
Substraten die Stelle der Modifikation mit Hilfe einer massen-
spektroskopischen Untersuchung identifiziert werden. Es handelte sich um
Lysin K18, das an einer sehr exponierten Stelle an der Oberflache von Urm1,
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aber aulderhalb der SUMO-Konsensus-Motive liegt. Da in der gleichen
massenspektroskopischen Untersuchung eine verzweigte Form von Ubiquitin
am Lysin K48 entdeckt wurde, ist es vorstellbar, dass Urm1 mit K48-
Ubiquitinketten am Lysin K18 modifiziert wird. Uber die Rolle der Modifikation
von Urm1 kann nur spekuliert werden. Es konnte fur die Urm1K0-Mutante
(alle Lysine sind zu Arginin mutiert) gezeigt werden, dass das Fehlen der
Modifikationen keine offensichtliche Sensitivitat gegenuber Zeocin hervorruft.
Dies bedeutet, dass Modifikationen an Urm1 keine wesentliche Rolle fur den
tRNA-Schwefeltransfer spielen. Auch scheint in dieser Mutante die
Konjugation zu Proteinen nicht verandert zu sein. Da Modifikationen die
Stabilitat, die Lokalisation und die Aktivitat ihrer Substrate verandern kdnnen,
ist anzunehmen, dass auch im Falle von Urm1 die Regulation eines dieser

Prozesse beeinflusst wird.

4.7 Gemeinsamkeiten und Unterschiede der bakteriellen

Biosynthesewege zum eukaryontischen Urm1-Signalweg

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass das Urm1-System viele
Gemeinsamkeiten, aber auch deutliche Unterschiede zu klassischen
eukaryontischen Ubl-Konjugations-Systemen aufzeigt. Urm1 besitzt wie alle
Ubls eine p-grasp-Proteinfaltung. Die Proteinsequenz ahnelt jedoch mehr den
bakteriellen MoaD- und ThiF-Proteinen als den eukaryontischen Ubl-
Proteinen. Wie bereits in der Einleitung erwahnt wurde, sind MoaD und ThiS
Komponenten zweier Schwefeltransfer-Systeme und werden fur die Synthese
von Molybdopterin und Thiamin bendtigt. Es konnte im Gegensatz zu Urm1
weder fur MoaD noch fur ThiS eine Funktion als Protein-Modifizierer
nachgewiesen werden. Aullerdem fehlt den E1-ahnlichen Proteinen MoeB
und ThiF, die fur die Adenylierung und Aktivierung von MoaD und ThIS
bendtigt werden, im Gegensatz zu Uba4 eine Rhodanese-Domane. Man
vermutet, dass im Falle vom MoaD-Signalweg das bakterielle YnjE-Protein
mit seinen drei Rhodanese-Modulen (zwei inaktive und eine aktive Domane)
zusammen mit MoeB den Schwefeltransfer ubernehmen kann. Fir den

Thiamin-Syntheseweg wird vermutet, dass Thil mit seiner Rhodanese-
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Domane am Schwefeltransfer beteiligt ist. AuRerdem wird Thil zusammen mit
IscS fur die Thio-Modifikation von bakteriellen tRNAs benétigt (Abb. 40). Trotz
der strukturellen Ahnlichkeit zu MoaD und ThiS ist zu bemerken, dass S.
cerevisiae einer der wenigen Organismen ist, der keine Molybdopterin-
Synthese durchfuhrt. AuBerdem wird die Thiamin-Synthese in S. cerevisiae
durch Thi4 (Thiazol Synthase), das keine Ahnlichkeit zu Komponenten des
Urm1-Systems aufweist, Ubernommen.

Das humane Genom codiert fur zwei Urm1-ahnliche Proteine. Das eine
wird aufgrund seiner hoheren Sequenzahnlichkeit als humanes Urm1 (hUrm1)
bezeichnet und das andere wegen seiner bereits beschriebenen Funktion bei
der Molybdopterin-Synthese als MOCS2A (Stallmeyer et al.,, 1999). Es
existiert jedoch nur ein Uba4-ahnliches Protein, MOCS3, das fur die
Aktivierung von hUrm1 und MOCS2A bendtigt wird. MOCS3 und MOCS2A
sind Komponenten der humanen Molybdopterin-Synthese. Thiamin kann
dagegen in hoheren Eukaryonten nicht selbst synthetisiert werden und muss
Uber die Nahrung (Vitamin B1) aufgenommen werden. Im Gegensatz zu
MOCS2A dient hUrm1 nicht der Molybdopterin-Synthese, sondern transferiert
zusammen mit MOCS3 Schwefel auf cytosolische tRNAs. Ob hUrm1 zudem
ein Protein-Modifizierer ist konnte bisher noch nicht gezeigt werden.

Zusammenfassend lasst sich das eukaryontische Urm1-Protein als Ubl
bezeichnen, das in vielen Punkten groRe Ahnlichkeiten zu bakteriellen
Biosynthesewegen aufweist. Diese Gemeinsamkeiten verdeutlichen die
besondere evolutive Stellung des Urm1-Systems und lassen vermuten, dass
die ersten eukaryontischen Ubls eine sehr groBe Ahnlichkeit zu dem
»-molekularen Fossil“ Urm1 besal3en (Xu et al., 2006).
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4. Diskussion
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Abbildung 40: Schematische Darstellung der verschiedenen Urm1-dhnlichen Systeme
in E. coli, S. cerevisiae und H. sapiens. E. coli: MoaD, MoeB und YnjE werden fir die
Molybdopterin-Biosynthese bendétigt. ThiS, ThiF, Thil und IscS sind an der Thiamin-Synthese
beteiligt. IscS und Thil sind zudem essentiell fiir die Thio-Modifikation von bestimmten tRNAs.
S. cerevisiae: Urm1 und Uba4 sind sowohl am Schwefeltransfer auf cytosolische tRNAs
beteiligt als auch an der Modifikation von Proteinen. In S. cerevisiae findet keine
Molybdopterin-Synthese statt. Thiamin wird Uber Enzyme, die nicht mit dem Urm1-System
verwandt sind, synthetisiert. H. sapiens: Es existieren zwei Versionen von Urm1. hUrm1 und
MOCS2A. MOCS3 entspricht Uba4. MOCS3 und hUrm1 werden flir den Schwefeltransfer auf
spezifische tRNAs bendtigt. Die Urm1-Modifikation von Proteinen wurde bisher in humanen
Zellen nicht untersucht. MOCS3 und MOCS2A sind Komponenten der humanen
Molybdopterin-Biosynthese.
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5. Material und Methoden

5.1 Material

Die verwendeten mikrobiologischen, molekularbiologischen und protein-
biochemischen Methoden wurden im Wesentlichen wie bei Sambrock et al.
(1989) und Ausubel et al. (1994) beschrieben und nach Herstellerangaben
durchgefuhrt.

5.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Es wurden analysenreine Chemikalien der Firmen Biorad, GE-Healthcare,
Fluka, Invitrogen, Merck, New England Biolabs, Roth, Roche, Riedel de Haen,
Serva oder Sigma verwendet. Fur die unten beschriebenen Methoden wurden
entionisiertes und sterilisiertes Wasser, sterile Losungen und sterile

Reaktionsgefalle verwendet.

5.1.2 Computeranalysen

Fur Datenbank-Recherchen (Sequenzsuchen, Sequenzvergleiche sowie
Literatur-Recherchen) wurden die Datenbank-Programme des National
Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) und der
Saccharomyces Genome Database (http://www.yeastgenome.org) verwendet.
Das Erstellen von Restriktionskarten, die Auswertungen von DNA-
Sequenzierungen, die Vergleiche von Proteinsequenzen und das Design von
Primern wurde mit dem Programmpaket DNA-Star (DNA Star Inc.)
durchgefuhrt. Western Blots wurden Uber die Entwicklung von Filmen mit
einem Scanner (AGFA Arcus Il) digitalisiert und mit dem Programm Adobe
Photoshop (Adobe Systems Inc.) bearbeitet. Die Erstellung von Texten,
Tabellen und Abbildungen wurde mit Hilfe der Programme des Microsoft
Office Pakets (Microsoft Corp.) durchgefuhrt.

5.1.3 E. coli Stamme

XL1-Blue: hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi-1 supE44 relA1 lac
[F' proAB laclgZAM15 Tn10(Tet")] (Stratagene)
Rosetta: F-ompT hsdSB(rB-mBr) gal decm
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5.1.4 E. coli Medien

Den beschriebenen Medien wurden Antibiotika in den folgenden
Konzentrationen zugegeben: Ampicilin, 200ug/ml; Kanamycin, 30pg/mil;
Chloramphenicol, 34ug/ml.

Medium Zusammensetzung

LB-Medium 1% Bacto Tryptone (Difco)
0,5% Bacto Yeast Extract (Difco)
1% NaCl (sterilisiert durch Autoklavieren)

LB-Agar 1,5% Agar in LB-Medium (sterilisiert durch
Autoklavieren)

5.1.5 E. coli Vektoren

Vektor Verwendungszweck Firma
pQE32 Expression mit His-Markierung Qiagen
pGEX-4T Expression mit GST-Markierung Amersham

pETM33 Expression mit His-GST-Markierung  Core facilitiy, MPIB
pCoofy16 Expression mit His-NusA-Markierung Core facilitiy, MPIB

5.1.6 S. cerevisiae Medien
Flussigkulturen wurden bei 30°C in den angegebenen Medien bei 120rpm
geschuttelt. Agarplatten wurden ebenfalls bei 30°C inkubiert.

Medium Zusammensetzung

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

SC-Medium  3,5% Bacto Yeast Nitrogen Base ohne Aminsosauren

20g Zucker (Glukose oder Galaktose)
2g Aminosaure-Mix ohne Selektions-Aminosauren pro 1l
Wasser

YPD-G418 200 mg/l G418 (Sigma: G-9516)

YPD-NAT 100 mg/I NAT (Noursethricin, HKI Jena)
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5.1.7 Verwendete S. cerevisiae Stamme

Name Genotyp Referenz

DF5 trp1-1 his3A200 ura3-52 leu2-3,11 lys2-801 (Finley et al., 1987)

Y1094 DF5, SMT3::pYI-ADH1p-HisSMT3::URA3 diese Arbeit

YKS150 DF5, urm1::NatNT2 diese Arbeit

YKS151 DF5, uba4::KanMX6 diese Arbeit

YKS152  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3 diese Arbeit

YKS153  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1AA-tADH ::URA3 diese Arbeit

YKS154  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1K5,18,23,25,28R tADH diese Arbeit
::URA3

YKS155  DF5, "Urm1:NatNT2 diese Arbeit

YKS156  DF5, "Urm1::NatNT2 uba4::KanMX6 Diese Arbeit

YKS157  DF5, Ahp1™°::HisMX6 diese Arbeit

YKS157  DF5, "Urm1::NatNT2 Ahp1™°::HisMX6 diese Arbeit

YKS158  DF5, ™Urm1::NatNT2 Ahp1™°:HisMX6 uba4::KanMX6 diese Arbeit

YKS159  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
uba4::KanMX6

YKS160  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
ahp1::KanMX6

YKS208  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URAZ3, trx1::KanMX6  diese Arbeit

YKS209  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URAZ3, trx2::KanMX6  diese Arbeit

YKS210  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
ape1::KanMX6

YKS211  DF5, Ape1™°::KanMX6 diese Arbeit

YKS212  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
Ape1™°::KanMX6

YKS213  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
ape1::KanMX6

YKS161  DF5, ahp1::KanMX6 PYI-ADH1pAhp1myc-tADH::LEU2 diese Arbeit

YKS162  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
ahp1::KanMX6 pYIl-ADH1pAhp1myc-tADH :: LEU2

YKS163  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
uba4::KanMX6 ahp1::HisMX6

YKS164  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
ahp1::KanMX6 pYI-ADH1pAhp1-(K8,9R)-myc-tADH :: LEU2

YKS165  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
ahp1::KanMX6 pYI-ADH1pAhp1-(K32R)-myc-tADH :: LEU2

YKS166  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
ahp1::KanMX6 pYI|-ADH1pAhp1-(K47,48R)-myc-tADH :: LEU2

YKS167  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
ahp1::KanMX6 pYI-ADH1pAhp1-(K79,81R)-myc-tADH :: LEU2

YKS168  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
ahp1::KanMX6 pYI-ADH1pAhp1-(K107,113R)-myc-tADH :: LEU2

YKS169  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit

ahp1::KanMX6 pY|-ADH1pAhp1-(K124R)-myc-tADH ::LEU2
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YKS170  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
uba4::KanMX6 pYI-ADH1p™°Uba4 —tADH::LEU2

YKS171  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
uba4::KanMX6 pYI-ADH1p™°Uba4(C225S) —tADH::LEU2

YKS172  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
uba4::KanMX6 pYI-ADH1p ™°Uba4 (C397S) —tADH::LEU2

YKS173  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
uba4::KanMX6 pYI-ADH1p ™°Uba4 (C225,397S) —tADH::LEU2

YKS174  DF5, uba4::KanMX6 pYI-ADH1p ™“Uba4 —tADH::LEU2 diese Arbeit

YKS175  DF5, "Urm1::NatNT2, rad50::KanMX6 diese Arbeit

YKS176  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pGFPHisHAUrm1-tADH ::URA3 diese Arbeit

YKS177  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pGFPHisHAUrm1-tADH ::URA3 diese Arbeit
uba4::KanMX6

YKS178  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pGFPHisHAUrm1-tADH ::URA3 diese Arbeit
ahp1::KanMX6

YKS179  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
rad50::KanMX6

YKS180  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
uba4::KanMX6 rad50::HisMX6

YKS181  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, diese Arbeit
ncs2::KanMX6

YKS182 DF5, ahp1::KanMX6 diese Arbeit

YKS183 DF5, urm1::NatNT2 ahp1::KanMX6 diese Arbeit

YKS184  DF5, urm1::NatNT2 pYI-ADH1pHisHAUrm1-tADH ::URA3, Diese Arbeit
ncs2::KanMX6

YKS185 DF5, ncs2::KanMX6 diese Arbeit

YKS186 DF5, urm1::NatNT2 ncs2::KanMX6 diese Arbeit

YKS187  DF5, SMT3::pYI-ADH1p-HisSMT3::URA3 diese Arbeit
HAUrm1::NatN2

YKS188  DF5, pYE-ADH1p-HisUbi-tADH::LEU2 diese Arbeit

YKS189  DF5, ™Urm1::NatN2 pYE-ADH1p-HisUbi-tADH::LEU2 diese Arbeit

YKS190 DF5, rad52::NatN2 diese Arbeit

YKS191  ku80::KanMX6 diese Arbeit

YKS192 DF5, rad52::KanMX6, urm1::NatN2 diese Arbeit

YKS193 DF5, rad51::HisMX6 diese Arbeit

YKS194 DF5, rad51::HisMX6, urm1::NatN2 diese Arbeit

Y0352 DF5, rad18::.LEU2 (Ulrich und Jentsch,

2000)

YKS195 DF5, rad18::.LEU2, urm1::NatN2 diese Arbeit

YKS196 DF5, rad50::KanMX6 diese Arbeit

YKS197 DF5, mre11::HisMX6 diese Arbeit

YKS198 DF5, rad50::KanMX6, Aurm1::NatN2 diese Arbeit

YKS199 DF5, mre11::HIS, Aurm1::NatN2 diese Arbeit

YKS200 DF5, ku80::KanMX6, Aurm1::NatN2 diese Arbeit

YKS201 DF5, rad52::NatN2, Aku80::KanMX6 diese Arbeit
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JKM161  ho HML@ hmr::ADE1 ade1-100 leu2-3, 112 lys5 trp1::hisG’'ura3-52 Sugawara et al,
ade3::GAL::HO 2003

YMS547 JKM161, ho HML@ hmr:ADE1 adel1-100 leu2-3, 112 lys5 Meik Sacher
trp1::hisG ura3-52 ade3::GAL::HO rad52::KanMX6

YKS202 JKM161, ho HML@ hmr:ADE1 ade1-100 leu2-3, 112 lys5 diese Arbeit
trp1::hisG ura3-52 ade3::GAL::HO ku80::KanMX6

YKS203 JKM161, ho HML@ hmr:ADE1 ade1-100 leu2-3, 112 lys5 diese Arbeit
trp1::hisG ura3-52 ade3::GAL::HO urm1::NatN2

YKS204 DF5, Mre11™::TRP diese Arbeit

YKS205 DF5, Mre11™::TRP, Xrs2""°::HisMX6 diese Arbeit

YKS206  DF5, Xrs2"°::HisMX6 diese Arbeit

YKS207  DF5, Mre11™::TRP, Xrs2™°::HisMX6, Aurm1::NatN2 diese Arbeit

PJ69-7a

Gal4 gal80 LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ

James et al., 1996

5.1.8 S. cerevisiae Vektoren

Vektor Verwendungszweck Literaturangabe

pYCplac33, Centromere Plasmide Gietz und Sugino, 1988

pYCplac22, pYCplac111

pYiplac204, Integrative Plasmide Gietz und Sugino, 1988

pYiplac211, pYliplac128

pGAD-C, pGBD-C Yeast two hybrid-(Y2H)- James et al., 1996
Plasmide

5.1.9 Antikorper

Folgende Antikorper wurden fur die Detektion im Western Blot und fur

Immunprazipitionen eingesetzt.

Primare Antikorper Quelle

HA Santa Cruz Biotechnology
Myc Santa Cruz Biotechnology
Rad50 Santa Cruz Biotechnology
Mre11 Santa Cruz Biotechnology
Urm1 Proteome

Dpm1 Invitrogen

Smt3 Carsten Hoge

Sekundare Antikorper Quelle

HRP-gekoppelte anti-rabbit IgG Dianova

HRP-gekoppelte anti-mouse 1gG Dianova

HRP-gekoppelte anti-Protein A 1IgG DAKO
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5.1.10 Zusammensetzung aller weiteren Puffer und Losungen

¢ Aminosaure-Mix:

20mg Ade, Ura, Trp, His
30mg Arg, Tyr, Leu, Lys
50mg Phe

100mg Glu, Asp

150mg Val

200mg Thr

400mg Ser

* Coupling-Puffer:

0.1M NaHCOs3, pH 8,5
0.25M NaCl

* E. coli-Lysis-Puffer:

1xPBS

400mM NacCl

5mM DTT
Complete-Protease-Inhibitoren
(Roche)

* |[P-Lysis-Puffer:

50mM Tris-HCI, pH 7,4
150mM NaCl

0,1 mM EDTA

0,1% Triton-X-100
Complete-Protease-Inhibitoren
(Roche)

* Lyse-Puffer:

100mM NaCl

1mM EDTA

2% Triton-X-100

1% SDS

10mM Tris-HCI, pH 8,0

* PBS:

137mM NaCl

2,7mM KClI

8mM Na;HPOsM
1,4mM KH2POy4, pH 7,4

* Blocking-Puffer:

1M Ethanolamin, pH 9,0

* DNA Probenpuffer (6x):

0,5% SDS

0,25% Orange G
0,25% Glycerol
25mM EDTA, pH 8,0

* HU Proben-Puffer:

200mM Tris-HCI, pH 6,8
8M Harnstoff

5% SDS

1mM EDTA

1,5% DTT

0,1% Bromphenolblau

¢ Laemmli Proben-Puffer:

2% SDS

20% glycerol

100mM Tris

60mM EDTA

0,1% Bromphenolblau

* MOPS Lauf-Puffer:

50mM MOPS
50mM Tris
3,5mM SDS
1mM EDTA

* PEG:

100mM CH3COOLi
10mM Tris-HCI, pH 8,0
1mM EDTA, pH 8,0
40% PEG-3350
sterilifiltriert
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« Puffer A (NiNTA):

6M Guanidiniumhydrochlorid
100mM NaH2POs4

10mM Tris-HCI, pH 8,0
20mM Imidazol

* RIPA-Puffer:

150mM NaCl

50mM Tris-HCI, pH 8,0
1% Triton-X-100

0,5% DOC (Deoxycholat)
0,1% SDS

20mM NEM

* Sporulation-Medium:

1,5% Kalium-Acetat

¢ Tankblot-Puffer:

250mM Tris
1,92M Glycin
0,1% SDS
20% Methanol

* TBST:

25mM Tris-HCI, pH 7,5
137mM NaCl

2,6mM KCI

0,1% Tween 20

* Tfb1-Puffer:

30mM KAc

50mM MnCl,

100mM KCI

15% Glycerin;

auf pH 5,8 mit 25%iger HAc
eingestellt

* Tris-Glycin-Lauf-Puffer (1x)
25mM Tris-HCL, pH

192mM Glycin
0,1% SDS

« Puffer C (NiNTA):

8M Harnstoff
100mM NaH2POs4
10mM Tris-HCI, pH 6,3

* SORB:

100mM CH3COOLi
10mM Tris-HCI, pH 8,0
1mM EDTA, pH 8,0
1M Sorbitol
sterilfiltriert

* Stripping-Puffer:

4% SDS
100mM B-Mercaptoethanol
62,5mM Tris-HCI, pH 6,8

» TBE-Puffer (5x):

90mM Tris

90mM Borsaure
2,5mM EDTA, pH 8,0
autoklaviert

e TE-Puffer:

10mM Tris-HCI, pH 8,0
1mM EDTA
autoklaviert

* Tfb2-Puffer:

10mM MOPS/NaOH

75mM CaCl;

10mM KCI

15% Glycerin

auf pH 7,0 mit NaOH eingestellt

* Zymolyase 20T-L6sung:

0,9M Sorbitol

0,1M Tris-HCI, pH 8,0

0,2M EDTA, pH 8,0

50mM DTT

0,5mg/ml Zymolase 20T (Biochemicals)
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5.2 Methoden mit E. coli

5.2.1 Kultivierung und Lagerung von E. coli

LB-Flussigkulturen wurden bei 37°C (oder bei 22°C fur Proteinexpressionen)
geschuttelt (200rpm). LB-Agarplatten wurden ebenfalls bei 37°C inkubiert. Die
Dichte von E. coli-Kulturen wurde photometrisch mit einem
Spektrophotometer (Eppendorf) bei einer Wellenlange A = 600nm (ODggo)
bestimmt. Fur die langfristige Lagerung wurden stationare Flussigkulturen mit
Glycerin versetzt (Endkonzentration 20%) und bei -80°C eingefroren.

5.2.2 Herstellung kompetenter Bakterien
Es wurden sowohl chemisch-kompetente als auch elektro-kompetente Zellen
verwendet.

Fir die Herstellung chemisch-kompetenter Zellen ist es besonders wichtig
die Zellen immer kuhl zu halten. Die Zellen wurden auf LB-Platten mit
entsprechender Selektion ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C wachsen
gelassen. Es wurde eine einzelne Kolonie gepickt und in 5ml LB-Medium
(falls notig mit Selektionsdruck) inokuliert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Am folgenden Tag wurde die Ubernachtkultur in frisches, warmes LB-Medium
Uberimpft (ODgoo = 0.05) und bis zu einer ODgoo = 0,5 bei 37°C wachsen
gelassen. Anschliellend wurde die Kultur auf Eis gekuhlt (15min). Die Zellen
wurden daraufhin in gekuhlten Zentrifugenbechern (15min, 3500rpm, 4°C)
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 30ml Tfb1-Puffer
pro 100ml Kultur resuspendiert. Die Zellen wurden erneut in einem Eisbad
gekuhlt (15min) und danach abzentrifugiert (15min, 2500rpm, 4°C). Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen sehr vorsichtig in 5ml Tfb2-Puffer
pro 100ml Kultur resuspendiert, auf Eis gekuhlt (5min) und anschliefend in
1,5ml Eppendorfgefalie auf Trockeneis aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei -
80°C.

Fur die Herstellung von elektro-kompetenten Zellen wurde 10ml einer
Ubernachtkultur in 11 LB-Medium Uberfiihrt und bis zu einer ODggo von 0,6 bei
37°C inkubiert. Nach Abkuhlung der Kultur in Eiswasser fur 1h wurden die
Zellen durch Zentrifugation (5min, 5000g, 4°C) geerntet. Alle weiteren Schritte

wurden im Kuhlraum unter Verwendung von zuvor gekuhlten sterilen
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Materialien und Losungen durchgefuhrt. Die Zellen wurden zweimal mit 500ml|
10%igem Glycerin gewaschen und anschlieBend in 20ml Glycerin
resuspendiert und nach 30min Inkubation in Eiswasser erneut durch
Zentrifugation geerntet. SchlieRBlich wurden die Zellen in 3ml 10%igem

Glycerin resuspendiert und in Aliquots zu 50ul bei -80°C gelagert.

5.2.3 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterienzellen

Fur chemisch-kompetente Zellen

Dazu wurden 100ul kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit 1pl Plasmid-
DNA bzw. 10ul eines Ligationsansatzes gemischt und fur 30min auf Eis
inkubiert. Danach wurde ein Hitzeschock von 1min bei 42°C durchgefuhrt.
Anschliefliend wurden die Bakterien fur 1min auf Eis abgekuhlt und in 1ml LB-
Medium (ohne Antibiotika) aufgenommen. Nach einer Inkubation von 1h bei
37°C wurde die Zellsuspension auf LB-Platten mit Selektion ausgestrichen.
Fur elektro-kompetente Zellen

25yl Elektro-kompetente Zellen wurden mit 1ul Plasmid-DNA bzw. 2ul eines
gegen Wasser dialysierten Ligationsansatzes gemischt. Die Bakterien-DNA-
Suspension wurde in eine Elektroporationskuvette (0,1cm Spaltbreite)
gegeben und mit der Gerateeinstellung 1,8kV, 25uF und 200Q elektroporiert.
Unmittelbar nach dem elektrischen Puls wurden die Zellen in 1ml LB-Medium
(ohne Antibiotika) aufgenommen und nach einer Inkubation fir 1h bei 37°C
auf Selektionsplatten ausgebracht. Die Zellen wurden auf LB-Platten mit
Selektion Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

5.2.4 Expression von Proteinen in E. coli

Fur die Expression rekombinanter Proteine wurde der E. coli Stamm Rosetta
verwendet. Fur eine anschlielRende Aufreinigung wurden Kulturen mit einem
Volumen von 2| benutzt, fur Expressionstests Kulturen mit einem Volumen
von 10ml. Dabei wurde eine Ubernachtkultur 1:100 verdinnt und bis zu einer
ODeoo = 0,6 wachsen gelassen. Bei dieser OD wurde die Expression durch
Zugabe von IPTG (1mM Endkonzentration) bei 22°C oder 30°C induziert. Die
IPTG-Induktion erfolgte fur 2 bis 4h, wobei vor und nach der Induktion Proben
entnommen wurden, um die Expression zu uberprufen. Die Zellen wurden
nach der Induktion abzentrifugiert (5min, 5000g, 4°C), einmal in PBS

gewaschen und nach Schockgefrieren in N2 bei - 80°C gelagert.
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5.3 Methoden mit S. cerevisiae

5.3.1 Kultivierung von S. cerevisiae

Fur alle beschriebenen Versuche wurden Flussigkulturen, die aus frischen
Ubernachtkulturen verdiinnt worden waren, bei 30°C wachsen gelassen und
bei einer ODgoo von circa 1,0 geerntet. Die Zelldichte wurde photometrisch
bestimmt und die Zellzahl berechnet (ODggo = 1,0 entsprechen circa 1,5x10’
Zellen/ml). Die Hefen konnten fur zwei Wochen auf Platten bei 4°C gelagert
werden. Fur die Langzeitaufbewahrung wurde eine stationare Kultur mit
Glycerin (16,7% Endkonzentration) versetzt und bei -80°C eingefroren.
Flassigkulturen wurden teilweise mit NEM und t-BOOH inkubiert. NEM wurde
bei einer ODgpp = 1,0 fur 1h zu den Zellen gegeben. Oxidativer Stress wurde
durch Zugaben von t-BOOH fur 2h bei einer ODgoo = 0,6 induziert. Beim
Giel3en von Hefeplatten musste darauf geachtet werden, dass die Temperatur
des YPD-Agar bei der Zugabe der Chemikalien nicht mehr als 60°C betrug.

5.3.2 Herstellung und Transformation von kompetenten Hefezellen
Die Herstellung und Transformation von kompetenten Hefezellen wurde nach
Standardprotokollen durchgefuhrt. Beschrieben in Knop et al. (1999).

5.3.3 Genomische Integration von Plasmid-DNA
Um eine Integration in das Genom zu erreichen wurden die pYiplac-Plasmide
(Gietz und Sugino, 1988) verwendet, die einen Auxotrophiemarker und kein
autonomes Replikationselement enthalten. Das zu untersuchende Gen wurde
in einen dieser integrativen Vektoren kloniert und stand entweder unter der
Kontrolle des eigenen Promotors oder eines Hefepromotors, der eine
konstitutive Expression des Genes ermdglicht. Vor der Transformation wurde
das Plasmid im Gen des Selektionsmarkers mit einem Restriktionsenzym
geschnitten und somit linearisiert. Die Integration erfolgte Uber die
entstandenen freien Plasmid-Enden in die entsprechenden homologen
Bereiche im Genom durch homologe Rekombination.

Eine Gendeletion erfolgte mit Hilfe von knock out-PCR-Kasetten.
Beschrieben in Longtine et al. (1998), Knop et al. (1999) und Janke et al.
(2004). Gendeletionen wurden durch Kolonie-PCRs, uber die Analyse des

Phanotyps und im Western Blot verifiziert.
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5.3.4 Sporulation und Tetradenanalyse diploider S. cerevisiae Stamme

Diploide Hefezellen mussen fur die Tetradenanalyse sporuliert werden. Dazu
werden 500ul diploide und stationare Hefezellen geerntet (2min, 500g, RT),
viermal mit sterilem Wasser gewaschen und anschlielend in 4ml
Sporulationsmedium (1,5% Kalium-Acetat) resuspendiert. Die Zellen wurden
mindestens drei Tage bei RT auf einem Schuttler inkubiert. Daraufhin wurden
10ul der sporulierten Zellen mit 10ul Zymolyase-20T-Losung gemischt und
10min bei RT inkubiert. Die Tetraden konnte dann mit Hilfe eines
Mikromanipulators (Singer MSM System) ausgelegt werden und wurden fur
drei Tage auf YPD-Platten ohne Selektion wachsen gelassen, bevor eine
Replika-Plattierung auf Selektionsplatten und eine Analyse des mating types

durchgefuhrt wurde.

5.3.5 Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mit dem yeast two
hybrid-(Y2H)-System

Protein-Protein-Interaktionen wurden mit Hilfe des Y2H-Systems untersucht.
Dazu wurden die Volllangen-ORFs (open reading frame, ORF) und
entsprechende Fragmente der zu untersuchenden Proteine mit dem C-
Terminus der DNA-Binde- (BD) bzw. der Aktivierungs-Domane (AD) von Gal4
fusioniert. Diese Fusionskonstrukte wurden in den Hefestamm PJ69-7a
(James et al., 1996) transformiert und auf SC** TP gctewTPHis_ yng sctev
Tr-Ade_p|atten ausgebracht. Eine Interaktion zwischen zwei Proteinen fiihrt zur
Rekonstitution des Gal4-Transkriptionsaktivators und Expression eines
Reportergenes, das unter der Transkriptionskontrolle von Gal4 liegt. Als
Reportergen dienten die Gene HIS3 und ADEZ2, so dass die Hefezellen bei
einer positiven Interaktion auf den entsprechenden Selektionsplatten wachsen

konnten.

5.3.6 Analyse von Phanotypen durch Wachstumstests

Vergleich des S.cerevisiae-Wachstums verschiedener Stamme unter
bestimmten Bedingungen dient der phanotypischen Analyse. Fur diese Arbeit
wurden unterschiedliche Hefestdmme auf ihre Sensitivitdt gegenuber HU,
MMS, t-BOOH und Zeocin getestet. Hierzu wurden serielle Verdinnungen
von Hefekulturen auf Hefeplatten inkubiert, die unterschiedliche

Konzentrationen dieser Drogen enthielten. Stationare Hefekulturen wurden in
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sterilem Wasser auf eine ODggo = 0,5 eingestellt und in funf Schritten jeweils
1:5 verdunnt. Gleiche Mengen dieser funf Verdunnungen wurden
nebeneinander mit Hilfe eines Stempels, der fur 30sek auf den Hefeplatten
platziert wurde, ausgebracht. Die Inkubation erfolgte zwei bis vier Tage bei
30°C.

5.3.7 Cycloheximid chase assay (CCHX)

Um die Lebensdauer von Proteinen zu bestimmen, wurden sogenannte
expression-shut-off Experimente durchgefuhrt. Dabei wurde durch die Zugabe
von Cycloheximid jegliche Proteinbiosynthese inhibiert, sodass sich die
Abnahme eines bestimmten Proteins immunologisch im Western Blot
verfolgen lieR. Dazu wurde eine Ubernachtkultur der entsprechenden Hefen in
YPD angeimpft. Am nachsten Morgen wurden die Kulturen in 50ml YPD auf
ODeoo = 0,2 eingestellt und bei 30°C bis zu einer ODgyo = 0,6 schutteln
gelassen. Bei ODggoo = 0,6 wurden 10 OD geerntet und bei 500g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und die pelletierte Hefe in 10ml YPD mit
Cycloheximid resuspendiert. Die Kulturen wurden erneut bei 30°C geschuttelt
und zu den entsprechenden Zeitpunkten 1ml (= 1 OD) abgenommen. Der
Uberstand wurde sofort abgesaugt und die Proben in N, schockgefroren und
anschlie3end bei -80°C gelagert.

5.3.8 Strategie zur Suche des Akzeptorlysins fur die ,,Urmylierung“ von
Ahp1

Bei der Suche nach dem Akzeptorlysin fur die Ahp1-Urmylierung wurden
denaturierte Zellextrakte der ahp1K8/9R-, K32R-, K48,49R-, K79/81R-,
K107/113R- und K124R-Varianten im Western Blot untersucht. Die Zellen
wurden dazu bei einer ODgoo = 1,0 fur 1h mit 10mM NEM bei 30°C behandelt.
AnschlieRend wurde 1 OD geerntet und daraus denaturierte Hefe-Zellextrakte
hergestellt. Im Western Blot liel3 sich anschliefend die Urm1-Modifikation von
Ahp1 untersuchen.

5.3.9 Roboter-basierte genetische Suche (screen)
Eine Kollektion von etwa 5000 Deletionsmutanten wurde auf Zeocin- bzw.
MMS-haltigen Hefeplatten inkubiert und das Wachstum dieser Stamme

analysiert. Die Kollektion von Deletionsmutanten liegt in Duplikaten auf
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Kulturplatten mit jeweils 384 Einzelkolonien vor. Diese konnen automatisiert
durch eine Bio-MK FX® Arbeitsstation von Beckton Dickinson mittels
spezieller Stempel auf Hefeplatten mit den entsprechenden Drogen
ausgebracht werden. Die Inkubation erfolgte fur zwei bis vier Tage bei 30°C.
Es wurden nur solche Deletionsmutanten bewertet, deren Duplikate gleiches

Wachstum aufwiesen.

5.4 Molekularbiologische Techniken

5.4.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

5ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum wurde mit einer
einzelnen E. coli-Kolonie, die ein DNA-Plasmid von Interesse tragt, angeimpft
und Uber Nacht bei 37°C geschuttelt. Die Plasmid-DNA wurde anschliel3end
mit Produkten der Firmen Qiagen (Plasmid Mini Kit) oder Bioneer (AccuPrep
Plasmid Mini Extraction Kit) nach Angaben des Herstellers isoliert.

5.4.2 Prazipitation von DNA

DNA kann mit Hilfe einer Ethanol-Fallung prazipitiert werden. Dazu wurden
1/10 Volumen Natriumacetat (3M, pH 4,8) und 2,5 Volumen Ethanol zur DNA-
Losung gegeben. Der Ansatz wurde fur mindestens 30min bei -20°C inkubiert.
Die DNA wurde anschlieBend durch Zentrifugation (30min, 13000rpm, RT)
pelletiert und der Uberstand vorsichtig abgesaugt. Das luftgetrocknete DNA-
Pellet wurde in einem geeigneten Volumen TE-Puffer oder in destilliertem

Wasser aufgenommen.

5.4.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die DNA-Konzentration wurde photometrisch mit einem NanoDrop ND-1000
Spektrophotometer (PeglLab) bei einer Wellenlange von A = 260nm bestimmit.
Dabei entspricht bei doppelstrangiger DNA die OD2s = 1,0 einer

Konzentration von 50ug/ml.

5.4.4 Polymerase-Kettenreaktion
DNA-Fragmente wurden von DNA-Vorlagen mittels Polymerase-
Kettenreaktionen (PCR) amplifiziert.
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Amplifikation von DNA-Fragmenten aus genomischer DNA

Fur die Amplifikation von genomischer DNA wurde die hoch akkurate
Phusion™ DNA-Polymerase (Finnzymes) verwendet. Die PCR-Reaktionen
wurden folgendermalden angesetzt:

PCR-Reaktion:

* 0,2ug genomische DNA

10ul 5x HF-Puffer (Finnzymes)

1,0ul dNTP-Mix (10mM, New England Biolabs)

jeweils 2,5pl beider Primer (10uM)

0,5ul Phusion DNA-Polymerase (Finnzymes)
31,5yl H20

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten aus genomischer DNA wurde

folgendes Programm verwendet:
PCR-Schritt T(°C) Dauer der einzelnen PCR-Schritte
Initiale Denaturierung 98°C 30sek
35 Amplifikationszyklen 98°C 10sek
45-72°C 30sek
72°C 15-30sek/1kb
Endverlangerung 72°C 10min
Abkuhlung 4°C o0

Amplifikation von Deletionskasetten

Epitop-Markierungen von Genen und chromosomale Gen-Deletionen wurden
mit Hilfe einer PCR-Strategie durchgefuhrt. Diese Methode basiert auf
homologer Rekombination des PCR-Fragmentes in den enstsprechenden
DNA-Lokus (Janke et al., 2004). Die PCR-Reaktionen wurden
folgendermallen angesetzt:

PCR-Reaktion:

50ng Plasmid-DNA

5ul 10x Thermopol Puffer (New England Biolabs)
1,0ul dNTP-Mix (10mM, New England Biolabs)
jeweils 3,2pl beider Primer (10uM)

0,4pl Tag DNA-Polymerase (New England Biolabs)
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* 0,5yl Vent DNA-Polymerase (New England Biolabs)
e 31,25ul H,O

Zur Amplifikation von Deletionskassetten wurde folgendes Programm

verwendet:

PCR-Schritt T(°C) Dauer der einzelnen PCR-Schritte
Initiale Denaturierung 94°C 5min

10 Amplifikationszyklen 94°C 20sek

45°C 30sek
68°C 1min 40sek
20 Amplifikationszyklen 94°C 20sek

54°C 30sek
68°C 1min 40sek + 20sek/Zyklus
Abkuhlung 4°C o0

Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR wird verwendet um den Erfolg einer Gendeletion oder einer
Epitopmarkierung eines Genes zu Uuberprifen. Mit einer sterilen
Zahnstocherspitze wurde eine geringe Menge einer Hefekolonie in 20yl
Natronlauge (0,02M) resuspendiert, eine Spatelspitze Glasperlen (Sigma,
Durchmesser 425-600nm) dazugegeben und 5min im Thermomixer bei 99°C
stark geschuttelt. Nach kurzer Zentrifugation (15sek) in der Tischzentrifuge
bei RT wurden 4ul des Uberstandes abgenommen und als Vorlage fiir die
PCR-Reaktion verwendet.

PCR-Reaktion:

* 4l DNA-Uberstand

* 5yl 10x Thermopol Puffer (New England Biolabs)

* 1,0pl dNTP-Mix (10mM, New England Biolabs)

* jeweils 3,2ul beider Primer (10uM)

* 0,8ul MgSO4 (100mM, New England Biolabs)

* 0,4yl Tag DNA-Polymerase (New England Biolabs)
31,6ul H2O
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Dabei wurde folgendes PCR-Programm verwendet:

PCR-Schritt T(°C)  Dauer der einzelnen PCR-Schritte
Initiale Denaturierung 94°C  5min
30 Amplifikationszyklen ~ 94°C  30sek
55°C  30sek
68°C 1min
Endverlangerung 68°C  5min
Abkuhlung 4°C o0

5.4.5 Zielgerichtete Punktmutagenese

Um Punktmutationen oder Deletionen in DNA-Sequenzen einzufihren wurde
eine PCR-Methode verwendet, die sich an das QuickChange-Protokoll
(Stratagene) anlehnt. Hierfir wurden 2zwei komplementare Primer
syntethisiert, die in der Mitte eine Punktmutation gegenuber der Zielsequenz
aufwiesen und ausgehend von der Punktmutation auf beiden Seiten jeweils

weitere 15bp der Originalsequenz besal3en.

PCR-Reaktion:

* 0,4pl Plasmid-DNA (Mini)

* 2,5ul 10x Pfu-Puffer (Stratagene)

* 0,6ul dNTP-Mix (10mM, New England Biolabs)

* jeweils 0,5ul beider Mutagenese-Primer (10uM)

* 0,5yl Pfu-Turbo DNA-Polymerase (New England Biolabs)
e 20uI HO

Dabei wurde folgendes PCR-Programm verwendet:

PCR-Schritt T(°C) Dauer der einzelnen PCR-Schritte
Initiale Denaturierung 94°C 30sek
19 Amplifikationszyklen  94°C  30sek
55°C 60sek
68°C 2min/1kb Plasmid
Abkuhlung 4°C =
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Die DNA des Ausgangsplasmides wurde durch Zugabe von Dpn1 bei 37°C fur
2h verdaut. Die aus E. coli gewonne Plasmid-DNA ist in der Regel methyliert,
wahrend die uber die PCR-Methode amplifizierte DNA nicht methyliert ist.
Dpn1 schneidet spezifisch methylierte  DNA und entfernt somit das
Ausgangsplasmid. AnschlielRend wurde ein Teil des PCR-Ansatzes direkt in
kompetente E. coli transformiert. Der Erfolg der Mutagenese konnte durch

Sequenzierungen uberpruft.
5.4.6 Klonierung von Plasmidkonstrukten

5.4.6.1 Restriktionsverdau von DNA

DNA kann durch Restriktionsenzyme sequenzspezifisch verdaut werden. Der
Verdau wurde nach den allgemein Empfehlungen des Herstellers (New
England Biolabs) durchgefuhrt. Fur 1ug DNA wurden § bis 10 Units Enzym
und die entsprechenden Puffer (New England Biolabs) zugegeben. Plasmid-
DNA wurde 1-2h bei der fur das jeweilige Enzym geeigneten Temperatur
inkubiert, wogegen PCR-Produkte Uber Nacht verdaut wurden. Um die
Rezirkularisierung des Vektors zu verhindern, wurden die 5'-Enden der
Vektor-DNA dephosphoryliert. Dies erfolgte durch Zugabe von 1ul Calf
Intestinal Phosphatase (CIP; New England Biolabs) zum Restriktionsansatz

und einer Inkubation von 1h bei 37°C.

5.4.6.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Die DNA-Proben wurden mit DNA-Probenpuffer versetzt und anschlieend
auf ein 1,5%iges Agarose-Gel aufgetragen, das mit 0,5pg/ml Ethidiumbromid
versetzt war. Die DNA-Proben wurden bei einer Spannung von 120V in TBE-
Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Durch die Interkalation von
Ethidiumbromid in DNA konnen DNA-Fragmente auf einem UV-
Transilluminator (A = 324nm) visualisiert und photographiert werden. Die
GroRe der DNA-Fragmente konnte durch Vergleich mit einem GroRenmarker
(1kb DNA Ladder (Invitrogen)) ermittelt werden.

5.4.6.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurden die zu isolierenden
DNA-Fragmente unter langwelligem UV-Licht (A = 324nm) mit einem sterilen

Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein Eppendorfgefal
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uberfuhrt. Die DNA wurde mit Hilfe von Produkten der Firmen Qiagen
(QlAquick Gel Extraction Kit) oder Bioneer (AccuPrep Gel Purification Kit)
nach den Angaben des Herstellers aus dem Gelstlck isoliert und in einem

geeigneten Volumen sterilem Wasser eluiert.

5.4.6.4 Ligation von DNA

Fir die Ligation wurden der Vektor und das einzufugende Fragment im
Verhaltnis 1:3 bis 1:10 eingesetzt. Fur einen Ligationsansatz (20ul) wurden
circa 100ng des Vektors, die entsprechende Fragmentmenge, 10ul 2x Quick-
Ligase-Puffer (New England Biolabs) und 1pl Quick-DNA-Ligase (New
England Biolabs) verwendet. Das Reaktionsgemisch wurde anschlief3end fur
10min bei RT inkubiert. Vor der Transformation in elektro-kompetente E. coli
wurde der Ligationsansatz fur 30min gegen Wasser auf einem
Nitrozellulosefilter (PorengroRe: 0,05um (Millipore)) dialysiert. Fur die
Transformation in chemisch-kompetente Zellen konnte auf den Dialyse-Schritt

verzichtet werden.

5.4.6.5 Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen wurden von der Core Facility (Max Planck Institut fur
Biochemie) mittels eines ABI 3730 Sequenzierers durchgefuhrt. Die Proben
enthielten in der Regel 0,5ug Plasmid-DNA und 5pmol Primer. Die
nachfolgende Probenaufbereitung erfolgte nach den Vorschriften des
Herstellers mit dem DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit
(Amersham Pharmacia).

5.5 Proteinbiochemische Techniken

5.5.1 Gel- und Western Blot-Techniken

5.5.1.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

In dieser Arbeit wurden 4-12%ige Bis-Tris-Polyacrylamid-Gele sowie 6%ige
Tris-Glycin-Polyacrylamid-Gele verwendet. Fur das Bis-Tris-System wurden
selbst gegossene Gele oder kommerziell erwerbliche Fertiggele (Invitrogen)
eingesetzt. Der niedrigprozentige Teil des Bis-Tris-Systems ermoglicht ein
Sammeln der Proben, sodass kein spezielles Sammelgel gegossen werden
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muss.
Gellésung (fur 13 Gele): 4% 12%
Wasser 32,31ml 16,97ml
65% Saccharose - 3,38ml
2,5M Bis-Tris/HCI 6,53ml 6,53ml
30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid  5,94ml 17,91ml
10% SDS 2254l 2254l
TEMED 45l 45l
10% APS 2254l 2254l

Fur selbst gegossene Gele wurden die Gelldsungen mit Hilfe eines
Gradientenmischers und einer Peristaltikpumpe in die Gelform (Hoefer-
Gelsystem) gegossen, wobei die Geltaschen mit einem geeigneten Kamm
gesteckt wurden. Sowohl bei den selbst gegossenen als auch bei den
kommerziellen Bis-Tris-Gelen diente ein MOPS-Puffer als Laufpuffer. Die
Proteine wurden bei einer konstanten Spannung von 120V aufgetrennt. Fur
die Detektion von Proteinen mit einem hohen Molekulargewicht (>130 kDa)
wurden kommerziell erworbene 6%ige Tris-Glycin-Polyacrylamid-Gele
(Invitrogen) verwendet. Ein 1xTrisGlycin-Puffer diente als Laufpuffer. Hierbei
wurden die Proteine bei 100V im Kuhlraum aufgetrennt.

Die Proteinproben wurden vorher in Laemmli- oder HU-Probenpuffer
aufgenommen, durch Erhitzen (5min bei 95°C in Laemmli-Puffer bzw. 15min
bei 65°C in HU-Puffer) denaturiert und in den entsprechenden Gelen
aufgetrennt. Als Molekulargewichts-Marker wurde der All Blue Precision Plus
Protein Pre-stained Standard (Bio-Rad) verwendet. AnschlieRend wurden die
Proteinbanden mit Hilfe einer Silber- oder Coomassie-Farbung direkt im Gel
sichtbar gemacht. Fur eine genauere und spezifischere Detektion wurde die

Western Blot-Methode verwendet.

5.5.1.2 Coomassie-Farbung von Proteingelen

Um Proteinbanden sichtbar zu machen, wurden Polyacrylamid-Gele 2h oder
iiber Nacht in einer PageBlue™ Protein Staining Solution (Fermentas) gefarbt
und anschlieBend durch wiederholtes Waschen mit H,O entfarbt bis der

Hintergrund des Geles klar wurde.
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5.5.1.3 Silber-Farbung
Silber-Farbungen wurden nach dem Protokoll fur das Silver Stain Kit Il von
Pierce durchgefuhrt.

5.5.1.4 Western Blot

SDS-Polyacrylamid-Gele wurden nach der Elektrophorese mit Hilfe einer
Tankblot-Apparatur (Hoefer) in Transferpuffer auf eine Membran aus PVDF
(Polyvinylidenfluorid)  (Immobilon™-P,  0,45um PorengréRe, Millipore)
uberfuhrt. Der Transfer erfolgte fur 2h bei einer konstanten Spannung von
70V.

5.5.1.5 Immunologischer Nachweis von Membran-gebundenen Proteinen
Zum immunologischen Nachweis der immobilisierten Proteine wurde die
PVDF-Membran fur 1h bei RT in TBST-Milch (5% Magermilchpulver (Fluka) in
TBST) blockiert. Die Inkubation mit dem primaren Antikorper erfolgte Uber
Nacht in TBST-Milch bei 4°C. Danach wurde die Membran funfmal flr Smin
mit TBST gewaschen und anschliefiend mit einem sekundaren Peroxidase-
gekoppelten Antikorper in einer 1:5000 Verdinnung in TBST-Milch fur 1h bei
RT inkubiert. Nach erneutem, sechsmaligem Waschen mit TBST erfolgte die
Detektion mittels Chemolumineszenz. Dazu wurden die Detektions-Systeme
von Amersham Pharmacia (ECL™ und ECL™-Advance) nach
Herstellerangaben verwendet. Die Immunblots wurden durch variable
Expositionszeiten auf ECL-Hyperfiimen (Amersham Pharmacia, GE
Healthcare) und automatisierter Filmentwicklung visualisiert.

5.5.1.6 Entfernen gebundener Immunglobuline von Western Blots

Um die Membran eines Western Blots mehrmals mit verschiedenen primaren
Antikorpern  inkubieren zu  konnen, wurden Dbereits gebundene
Immunglobuline durch Inkubation in Stripping-Puffer entfernt. Dazu wurde die
PVDF-Membran fur 30min in Stripping-Puffer bei 60°C inkubiert und
anschlielend dreimal fur 10min mit TBST gewaschen. Danach konnte die
PVDF-Membran erneut mit einem primaren Antikorper behandelt werden.
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5.5.2 Herstellung von Zellextrakten und Aufreinigungs-Methoden

5.5.2.1 Herstellung von denaturierten Hefe-Extrakten

Um posttranslationale Urm1-Protein-Modifikationen vor proteolytischen
Aktivitaten im Zelllysat zu schutzen, wurden in dieser Arbeit haufig
denaturierte Zellextrakte verwendet. Logarithmisch wachsende Hefezellen
wurden bei einer ODggp von circa 1,0 geerntet (1min, 13000rpm, RT) und in
1ml kaltem Wasser resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit 150ul 1,85M
NaOH/ 7,5% p-Mercaptoethanol gemischt und 15min auf Eis inkubiert. Durch
Zugabe von 150pl 55%iger Trichloressigsaure (TCA) wurden die Proteine
gefallt und anschlieRend pelletiert (15min, 13000rpm, 4°C). Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Pellet nochmals kurz abzentrifugiert, um letzte
TCA-Ruckstande zu entfernen. Das Pellet wurde in 100ul HU-Puffer (100mM

DTT) aufgenommen und bei 65°C fur 15min denaturiert.

5.5.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur quantitativen Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Bradford-
Methode  (BioRad-Proteinassay, Biorad) nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Zur Kalibrierung wurde als Standard eine wassrige BSA-Losung

bekannter Konzentration eingesetzt.

5.5.2.3 Reinigung rekombinanter Proteine unter nativen Bedingungen

FUr diese Arbeit wurden Proteine in E. coli (Rosetta) exprimiert und aus
diesen aufgereinigt. Die Reinigung erfolgte mittels Affinitatschromatographie
Uber das GST-Epitop. Fur die Reinigung von GST-Fusionsproteinen wurden
2| Bakterienkultur verwendet. Das Zellpellet wurde in 30ml E. coli-Lyse-Puffer
resuspendiert, und die Zellen durch viermaliges Durchpressen durch einen
Emulsiflex C5 Zelldisruptor lysiert. Nach einer Zentrifugation (30min, 20000g,
4°C) erfolgte fur 2h die Bindung des Uberstandes an Glutathion-Beads
(Qiagen). Gebundene Proteine wurden mit 500ml Lyse-Puffer gewaschen und
anschlie3end in Fraktionen mit Elutionspuffer (Lyse-Puffer + 50mM Glutathion
[pH 7,0]) eluiert. Die vereinigten Elutionsfraktionen (circa 2ml) wurden Uber
Nacht bei 4°C gegen PBS dialysiert. Anschlielend konnte das aufgereinigte
GST-Fusionsprotein bei -80°C gelagert werden. Alle Schritte der Aufreinigung

wurden durch SDS-PAGE und anschlielfende Coomassie-Farbung Uberpruft.
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Fir diese Aufreinigung erfolgten alle Schritte mit vorher gekihlten Materialien
bei 4°C.

5.5.2.4 NiNTA-Chromatographie unter denaturierenden Bedingungen
Diese Methode wurde zur Analyse der posttranslationalen Urm1-, Smt3- und
Ubiquitin-Modifikationen in S. cerevisiae verwendet. Hierfur wurden Hefe-
Stamme eingesetzt, welche die jeweiligen Modifizierer mit einem N-
terminalem His-Epitop exprimierten. 200 OD Zellen wurden mit 4ml 1,85M
NaOH/ 7,5% p-Mercaptoethanol fur 15min auf Eis lysiert. AnschlieRend
wurden die Proteine durch Zugabe von 4ml 55%iger TCA und Inkubation auf
Eis fur weitere 15min prazipitiert. Nach einer Zentrifugation (15min, 3000g,
4°C) wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet zweimal mit eiskaltem
Aceton (-20°C) gewaschen. Anschliellend wurde das Pellet in Puffer A mit
0,05% Tween-20 mit der Pipette resuspendiert und 1h auf einem Schuttler bei
RT solubilisiert. Die unl6slichen Bestandteile wurden durch einen
Zentrifugationsschritt (20min, 13500rpm, 4°C) abgetrennt. Der Uberstand
wurde mit 50pl magnetischen NiNTA-magnetic-beads (Qiagen) versetzt und
uber Nacht bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. Nach der Bindung wurden
die magnetic beads mit Hilfe eines Magneten pelletiert, in ein Eppendorfgefal
Uberfuhrt und dreimal mit Puffer A mit 0,05% Tween-20 und funfmal mit Puffer
C mit 0,05% Tween-20 gewaschen. Die Elution erfolgte mit 30pl 1%igem SDS
bei 65°C. Nach der Trocknung mit Hilfe einer SpeedVac (Eppendorf) wurden
die Proteine in 10ul Wasser mit 15ul HU-Puffer (100mM DTT) aufgenommen
und 15min bei 65°C denaturiert.

5.5.2.5 Immunprazipitation unter nativen Bedingungen

Um Protein-Protein-Interaktionen und die ,Urmylierung” von Proteinen zu
untersuchen, wurden Immunprazipitationen unter nativen Bedingungen
durchgefiihrt. Ausgehend von einer Ubernachtkultur wurden die Hefestamme
in einem Volumen von 100ml YPD bei 30°C inkubiert. 100 OD Hefe-Zellen
wurden durch Zentrifugation (10min, 3500rpm, 4°C) geerntet und in 1.5ml
Eppendorf-Gefalten bei -80°C gelagert oder direkt zur Zelllyse eingesetzt.
Zum Zellpellet wurde fur die Lyse 250pl IP-Lysis-Puffer (0,1% Triton X-100)
zugegeben. Nach der Zugabe der Silika-Zirkon-beads wurden die Zellen mit
einem Bead Beater (Retsch) durch 5-6faches schutteln fur 30s bei 4°C lysiert.
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Das Eppendorf-Gefall wurde mit einer 23G-Nadel perforiert und durch eine
,=Rucksack“-Elution wurden die Zelllysate von den Silika-Zirkon-beads
getrennt. Durch eine anschlieBende Zentrifugation (5min, 5000rpm, 4°C)
wurden Zellfragmente pelletiert und verworfen. Zum klaren Uberstand wurde
20ul Slurry der vorgekoppelten aHA-Agarose (Roche) zugegeben und fur 12h
bei 4°C unter Rotation inkubiert.

Alternativ wurden 2ug eines Antikorpers zum Lysat zugegeben und die
Losung fur 12h auf einem Drehrad bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurden
die Antikorper/Antigen-Komplexe durch Zugabe von ProteinG-Agarose gefallt.

Die Reaktionen wurden 6-7fach im IP-Lysis-Puffer (0,5% Triton X-100)
gewaschen. Die Waschschritte beinhalten Zentrifugationschritte (2min, 500g,
4°C), Uberstand mit einer 27G-Nadel absaugen, 700ul Waschpuffer auf die
Beads geben und eine anschlieende Inkubation fur 20min auf dem Drehrad
bei 4°C. Zuletzt werden die Beads in 20upl HU-Puffer (100mM DTT)
aufgenommen und 15min bei 65°C denaturiert.

5.5.2.6 Tandemaufreinigung von Urm1-Substraten

Es wurde eine Tandemaufreinigung durchgefiihrt, die ""AUrm1-Substrate
uber eine denaturierende NiNTA-Chromatographie anreichert und in einem
zweiten Schritt Uber eine HA-Immunprazipitation weiter aufreinigt. Dafur
wurden 6l Zellen in YPD hochgezogen und eine Stunde vor dem Ernten mit
10mM NEM behandelt. Aus den 6l erhielt man 6000 OD pelletierte und
gewaschene (PBS) Zellen (urm1::NatNT2 pYI|-ADH1pHisHAUrm1-
tADH::URA3). Diese wurden in 160ml 1,85M NaOH/ 7,5% p-Mercaptoethanol
resuspendiert und fur 20min auf Eis inkubiert. Zur Prazipitation der Proteine
wurden 160ml 55%ige TCA hinzugefugt und weitere 20min auf Eis inkubiert.
Nach einer Zentrifugation (20min, 3500rpm, 4°C) wurde das Pellet in kaltem
Wasser gewaschen und anschlieend in Puffer A mit 0,05% Tween 20 mit
einer Pipette resuspendiert. Durch Inkubation fur 1h bei RT auf einem
Schuttler wurden die Proteine solubilisiert. Unlosliche Bestandteile wurden
durch eine Zentrifugation (20min, 13500rpm, 4°C) abgetrennt. Der Uberstand
wurde mit 6ml NiNTA-Agarose (Qiagen) sowie Imidazol (Endkonzentration
20mM) versetzt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschliefend wurde die
Suspension auf eine Saule gepackt. Nach dem Waschen der Saule mit 30ml
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Puffer A und 100ml Puffer C erfolgte die Elution in zwei aufeinander
folgenden Schritten mit jeweils 2ml Puffer C, welcher mit 200mM Imidazol
versetzt war. 1ml des Eluats wurde mit 55%iger TCA prazipitiert, wahrend 3ml
gegen 4| RIPA-Puffer uber Nacht dialysiert wurden. Zur weiteren Aufreinigung
erfolgte eine Immunprazipitation Uber Nacht mit 50yl antiHA-Agarose
(Roche). Die gebundenen Proteine wurden mit 50ul HU-Puffer (100mM DTT)
bei 65°C von der Saule eluiert. Die Proben wurden auf ein 4-12%iges Bis-
Tris-Gel (Invitrogen) aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach
einer Coomassie-Farbung wurden spezifische Banden ausgeschnitten und

zur massenspektroskopischen Analyse gegeben.

5.5.2.7 Herstellung der Urm1-Sepharose-Saule

Es wurden 2g CNBr-aktivierte Sepharose 4B langsam in einer Flasche mit
200ml 1mM HCI gequollen (mindestens fur 30min). Anschliellend wurde die
Sepharose mit 11 1mM HCI gewaschen (Buechner-Trichter + Filter). Die
Sepharose wurde daraufhin auf dem Filter zuerst mit destilliertem Wasser und
danach mit dem Coupling-Puffer gespult. Die Beads wurden in 30ml
Coupling-Puffer in ein 50ml Falcon uberfuhrt und sedimentiert (1min,
1500rpm, 4°C). Es wurden 100mg rekombinantes Urm1 in 20ml Coupling-
Puffer zur sedimentierten Sepharose gegeben und fur 2h bei RT auf einem
rotierendem Rad inkubiert. Die Sepharose wurde erneut sedimentiert und der
Uberstand verworfen. Nach einem Waschschritt mit Coupling-Puffer wurde
die Sepharose mit 50ml Blocking-Puffer gewaschen. AnschlieRend wurden
die Beads fur 2h bei Raumtemperatur im Blocking-Puffer inkubiert. Die Beads
wurden in einer alkalischen Waschlosung (0,1M NaHCOs3, 1M NaCl) zweimal
gewaschen. Es folgten weitere funf Waschschritte in einem sauren Acetat-
Waschpuffer (0.1M Acetat [pH 4]), weitere zwei Waschschritte mit
destilliertem Wasser und zuletzt zwei Waschschritte mit PBS. Die Urm1-
Sepharose wurde in PBS mit 0.02% NaNj3; bei 4°C Uber mehrere Monate
gelagert.

5.5.2.8 Aufreinigung von Urm1-Interaktoren mittels einer Urm1-
Sepharose-Saule

Es wurde hierfur 100g pelletierte und bei -80°C gelagerte Aurm1-Hefe
verwendet. Das gefrorene Pellet wurde mit der gleichen Menge gekuhlter
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Glasperlen (Sigma, Durchmesser 425-600nm) versetzt. Zudem wurde ein
zweifaches Pellet-Volumen vom gekuhlten Puffer A (50mM Tris-HCI [pH 7,2],
10mM MgCl,, 0,2mM DTT) zugegeben. Die Suspension wurde anschlie3end
in einen Bead Beater™ (Biospec Products) transferiert und das GefaR
komplett mit Eis bedeckt. Die Zellen wurden durch sechsfaches Mixen
(30sec) und Abkihlen (5min) lysiert. Uber ein Zellulose-Filter wurden die
Glasperlen entfernt und das gefilterte Lysat daraufhin zentrifugiert (5min,
5000rpm, 4°C), um Zellbruchstiicke zu entfernen. Der Uberstand wurde mit
ATP (2mM Endkonzentration) versetzt und anschlielend auf die Urm1-
Sepharose-Saule gegeben und fur 1h inkubiert. Nach der Inkubation wurde
das Lysat mit einer Flie3geschwindigkeit von 0,5ml/min Uber die Saule laufen
gelassen. Daraufhin wurde die Saule mit drei Saulenvolumen Puffer A, 1M
KCI und 50mM Tris-HCI [pH 7,2] gewaschen. Zuletzt wurden gebundene
Proteine, die mit Urm1 auf der Saule einen Thioester bildeten, mit einer
reduktiven Elution (50mM Tris-HCI [pH 7,2], 100mM DTT) von der Saule
eluiert. Die Proteine der letzten Waschschritte und der Elutionsfraktion
wurden mittels TCA-Fallung prazipitiert und in HU-Probenpuffer (100mM DTT)

aufgenommen.

5.5.3 In vitro Methoden

5.5.3.1 In vitro Aktivitatstest

Um die Aktivitat und Funktionalitat der aufgereinigten Urm1 und Uba4
Proteine zu untersuchen wurden in vitro Aktivitatstests durchgefuhrt. Es ist
bekannt, dass E1-Enzyme mit ihrem Ubl-Protein in Gegenwart von ATP einen
Thioester bilden kénnen. Hierzu wurden 3,5ug Urm1 mit 5,4ug Uba4 far
15min in einem in vitro Reaktions-Puffer (50mM Hepes [pH 7,6], 50mM KCI,
12mM Mg(OAc),, 0,1mM DTT, 2,5% glycerol, 2mM ATP) bei 30°C inkubiert
(Reaktionsvolumen = 20pl). Anschliel3end wurden Sl 5x HU-Puffer (-/+DTT)
zugegeben und der Reaktionsansatz bei 65°C fur 15min denaturiert.

5.5.3.2 In vitro ,Urmylierungs“-Assay
Uba4 ist das einzige beschriebene Enzym des Urm1-Signalweges. Um zu

Uberprifen ob die Aktivitat von Uba4 ausreicht Protein-Substrate mit Urm1 zu
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modifizieren, wurde eine Urm1 in vitro Reaktion angesetzt. Dazu wurden 3ug
Urm1 zusammen mit 200ng ®S"Uba4 und 5ug reduziertem oder oxidiertem
Ahp1 in Modifikationspuffer (50mM Tris-HCI [pH 7,5], 5mM MgCl,, 2mM ATP)
fur 2h bei 30°C in einem 20ul Reaktionsansatz inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 5ul 5x HU-Puffer (-/+DTT) gestoppt und fur 15min bei 65°C
denaturiert.
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%

°C

Mg

Ml

A

AD
Ahp1
APS
ATP
BD

bp
BSA
CNBr
C-terminal
C-Terminus
D-loop
DMSO
dNTP
DNA
DSB
DTT
DUB
E1

E2

E3
ELP

g

GFP
Glu
GIn
GSH
GSSG
GST

h

HR

HU

IP
IPTG

J

k

Kan
kDa
LB-Medium
Lys

M
MAT
mcm5U34

Prozent

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Wellenlange
Aktivierungs-Domane von Gal4
alkyl hydroxy peroxidase
Ammoniumperoxodisulfat
Adenosintriphosphat
DNA-Binde-Domane von Gal4
Basenpaare

bovine serum albumine
Cyanogen Bromid
carboxyterminal
Carboxy-Terminus
displacement loop
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleotid (N=A,T,G,C)
Desoxynuekleinsaure
Doppelstrangbruch
Dithiothreitol
Deubiquitinierendes Enzym
Ubiquitin-aktivierendes Enzym
Ubiquitin-konjugierendes Enzym
Ubiquitin-Ligase
Elongator-Protein-Komplex

1. Gramm, 2. Gravitationskoeffizient (9,81 m/sec2)
green fluorescent protein
Glutamat

Glutamin

reduziertes Glutathion
oxidiertes Glutathion
Gluthathion S-Transferase
Stunde

Homologe Rekombination
Hydroxurea

Immunprazipitation
Isopropyl-1-thio-B-D-galaktopyranosid
Joule

Kilo (x10°%)

Kanamycin

Kilodalton
Luria-Bertani-Medium

Lysin

molar

mating type

5-Methoxy-carbonyl-methyl-Gruppe an Uridin ,Wobble“-Base
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min Minute

MMS Methyl-Methan-Sulfonat

MOPS 3-N-Morpholinopropansulfonsaure
MRNA Boten-RNA

NEM N-Ethylmaleimid

NHEJ nicht-homologe Endverknupfung
nm Nanometer

N-terminal aminoterminal

N-Terminus Amino-Terminus

oD Optische Dichte

ODeoo optische Dichte bei einer Wellenlange von A = 600nm
ORF open reading frame

PAGE Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PE Phosphatidyl-Ethanolamin

PEG Polyethlyenglykol

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PUP prokaryotic ubiquitin-like protein
PVDF Polyvinylidenfluorid

Rhod Rhodanese-Domane

RNA Ribonukleinsaure

ROOH Alkylhydrogenperoxide

ROS reactive oxygen species

rom Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

SC synthetic complete

sec Sekunde

SIM SUMO Interaktions Motiv

SDS Natrium-Dodecylsufat

s°Usa Thio-Modifikation an Postion 2 der Uridin ,Wobble“-Base
SUMO small ubiquitin-like modifier
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamid
t-BOOH tert-Butyl Hydroperoxid

TBS Tris-gepufferte Salzlosung

TCA Trichloressigséaure

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
t-RNA Transfer-RNA

U Unit

Us4 Uridin ,Wobble”-Base an Postion 34 der tRNA
Uba ubiquitin associated domain

Ubc ubiquitin conjugation

Ubi Ubiquitin

Ubl ubiquitin-ahnliches Protein

uBpP Ubiquitin spezifische Protease
Urm1 ubiquitin related modifier

Uv Ultraviolett

v Volt

WT Wildtyp

Y2H yeast two hybrid

108



6. Abkiirzungsverzeichnis

YPD Hefeextrakt/Pepton/Glukose (Medium)
ZEO Zeocin
Q Ohm
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