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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die evolutionar stark konservierte AAA-ATPase Cdc48 aus Hefe (p97 in
Saugern) ist an einer Vielzahl zellularer Prozesse beteiligt, unter anderem an
homotypischer Membranfusion und Ubiquitin-vermitteltem Proteinabbau.
Verschiedene Adaptoren rekrutieren das hexamere Cdc48 an diverse, meist
ubiquitinierte Substrate, die unter ATP-Verbrauch aus Proteinkomplexen oder
Membranstrukturen herausgezogen werden. Als bekannte Adaptoren wirken
das Heterodimer Ufd1-Npl4 und Shpl, deren Bindung an Cdc48 sich
wechselseitig ausschliel3t. Shpl gehort zur Familie der UBX (“Ubiquitin
regulatory X”)-Domé&nen-Proteine, deren Vertreter bislang weitgehend
uncharakterisiert sind. Ziel dieser Arbeit war es, sowohl allgemeine
Eigenschaften als auch spezifische zellulare Funktionen von UBX-Doméanen-
Proteinen aufzuklaren.

Fur alle sieben UBX-Proteine aus Saccharomyces cerevisiae (Shpl und
Ubx2 bis Ubx7) konnte eine Interaktion mit Cdc48 nachgewiesen werden.
Dabei wurde die UBX-Domdane als allgemeines Cdc48-Bindemodul
identifiziert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass UBX-Proteine, die eine
“Ubiquitin-associated” (UBA)-Domane enthalten, mit ubiquitinierten Proteinen
interagieren. Fur die UBA/UBX-Proteine Shpl und Ubx2 wurde aul3erdem ein
Einfluss auf die Degradation eines Modellsubstrats des Ubiquitin/Proteasom-
Systems festgestellt.

Daruber hinaus wurde Ubx2 als neue Komponente des ER-assoziierten
Proteinabbauweges (ERAD) identifiziert, Gber den falsch gefaltete Proteine
des Endoplasmatischen Retikulums (ER) abgebaut werden. Bevor ERAD-
Substrate ubiquitiniert und durch das Proteasom degradiert werden konnen,
mussen sie aus dem ER ins Zytosol retrotransloziert werden. An diesem
Prozess ist der Cdc48Y™** Komplex entscheidend beteiligt. Das integrale
ER-Membranprotein Ubx2 kann gleichzeitig mit Ufd1-Npl4 an Cdc48 binden
und rekrutiert Cdc48“"™"?* an ERAD-Substrate und Komponenten der ERAD-
Maschinerie, so dass verschiedene fur ERAD bendtigte Aktivitaten stabil
miteinander verbunden werden.

Ubx2 wirkt somit als Koadaptor fiir Cdc48Y™ ™" in ERAD und
unterstreicht damit die Bedeutung der UBX-Proteine als neue Familie von
Kofaktoren im Cdc48-System.
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2. Einleitung

Lebende Zellen unterliegen fortlaufend dynamischen Veranderungen, die
durch Signale aus der Umgebung oder auch den Zellzyklus hervorgerufen
werden kénnen. Um sich an neue Bedingungen anzupassen, stehen Zellen
eine Reihe von Mdglichkeiten zur Verfigung, die Zusammensetzung ihrer
Proteine allgemein (“Proteom”) oder Aktivitdten von bestimmten Proteinen zu
regulieren. Dies kann Uber die Neusynthese auf Transkriptions- oder
Translationsebene geschehen, zusatzlich kdnnen einzelne Proteine aber
auch durch posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung,
Acetylierung, Methylierung oder Glykosylierung in ihrer Funktion beeinflusst
werden: es kann sowohl die enzymatische Aktivitdt verandert werden, als
auch die Lokalisation oder die Auswahl der Interaktionspartner des Proteins.
Um die Funktion vollstandig auszuschalten kann auf3erdem auch ein gezielter
Abbau des Protein erfolgen. In Eukaryonten dient dazu hauptsachlich das
Ubiquitin/Proteasom-System, das neben der kontrollierten Anderung des
Proteoms auch eine bedeutende Rolle bei der Qualitatskontrolle von
intrazellularen Proteinen spielt. Substrate dieses Systems werden durch die
kovalente Verknipfung mit dem Protein Ubiquitin markiert, und durch das 26S

Proteasom erkannt und abgebaut.

2.1. Das Ubiquitin/Proteasom-System

2.1.1 Das Ubiquitin-Konjugations-System

Das in eukaryotischen Zellen hochkonservierte, 76 Aminosaurereste
umfassende Protein Ubiquitin kann posttranslational kovalent an
Substratproteine geknipft (“konjugiert”) werden (Pickart, 2001; Pickart und
Eddins, 2004). Diese so genannte Ubiquitinierung (auch Ubiquitylierung oder
Ubiquitinylierung) ahnelt den konventionellen Proteinmodifikationen wie
Phosphorylierung oder Acetylierung und ist wie diese reversibel. Die
Modifikation erfolgt durch die Ausbildung einer Isopeptidbindung zwischen
dem C-terminalen Glycinrest von Ubiquitin und der e-Aminogruppe eines

2



Einleitung

Lysinrestes im Substratprotein. Die Verknupfungsreaktion wird durch eine
Enzymkaskade katalysiert, die sich aus einem Ubiquitin-aktivierenden Enzym
(E1), einem Ubiquitin-konjugierenden Enzym (E2) und einer Ubiquitin-Ligase
(E3) zusammensetzt (Abb. 1). Der erste Schritt wird in Saccharomyces
cerevisiae wie im Menschen von einem einzigen E1-Enzym katalysiert
(Ubal), das unter ATP-Verbrauch einen energiereichen Thioester zwischen
einem konserviertes Cystein im aktiven Zentrum und dem C-terminalen
Glycinrest des Ubiquitins ausbildet. Durch eine Umesterungsreaktion wird
anschlieRend das aktivierte Ubiquitin auf einen Cysteinrest in der Ubiquitin-
konjugierenden (UBC) Domane eines E2-Enzyms weitergegeben. In der Hefe
existieren elf verschiedene E2-Proteine. Die Ubertragung auf das Substrat
erfolgt schlieZlich mit Hilfe einer der zahlreichen E3 Ubiquitin-Ligasen, die
letztlich die Substratspezifitat vermitteln.

Dabei werden zwei Klassen von Ubiquitin-Ligasen unterschieden. RING
(“Really interesting new gene”) und U-box Ligasen wirken als Rekrutierungs-
faktoren fur ein E2-Enzym, welches das Substrat direkt ubiquitiniert. HECT
("Homologous to E6-AP C-terminus”) E3-Enzyme bilden dagegen in einer
weiteren Umesterungsreaktion selbst eine Thioesterbindung mit Ubiquitin aus
und werden durch das E2 beladen. Anschliel3end tbertragen sie das Ubiquitin
auf das Substrat (Abb. 1).

Das mit einem Ubiquitinrest verknipfte (mono-ubiquitinierte) Substrat
kann durch erneutes Ablaufen der Reaktion weiter modifiziert werden, wobei
(meist) interne Lysinreste des angehéngten Ubqiuitins als Akzeptoren fir die
weitere Konjugation dienen. Dadurch kénnen lange Ubiquitinketten auf dem
Substrat entstehen (Multi-Ubiquitinierung), fir deren Ausbildung in manchen
Fallen auch ein zusatzliches Enzym (E4) zur Kettenverlangerung notwendig
ist (Koegl et al.,, 1999). Ein konjugiertes Ubiquitin bzw. eine Ubiquitinkette
kann durch spezielle Enzyme vom Substrat wieder abgespalten werden, den
Ubiquitin-Hydrolasen (auch als Deubiquitinierungsenzyme, DUB, bezeichnet)
(Amerik und Hochstrasser, 2004).

Durch die Lange und Art der Verknupfung der Ubiquitinkette kann das

Schicksal eines Substratproteins beeinflusst werden. Die Konjugation eines
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einzelnen Ubiquitins (Mono-Ubiquitinierung) an ein Protein fuhrt in der Regel
nicht zu dessen proteasomalen Abbau, sondern erflllt andere Funktionen wie
beispielsweise als Signal fur die Endozytose eines Plasmamembranrezeptors
(Hicke und Dunn, 2003) oder bei der DNA-Reparatur (Hoege et al., 2002). Bei
letzterer spielen auch Ubiquitinketten eine Rolle, die Uber den Ubiquitin-
internen Lysinrest K63 verknupft sind.

Dagegen markieren Ubiquitinketten, die tGber den Lysinrest K48 von
Ubiquitin ausgebildet wurden, ein Protein normalerweise fur den Abbau durch
das 26S Proteasom (Chau et al., 1989; Thrower et al., 2000). Dies scheint die
wichtigste Aufgabe von Ubiquitin in der Zelle zu sein, da im Gegensatz zu den
weiteren Lysinen im Ubiquitin nur eine Mutation des K48-Restes zum Verlust
der Lebensfahigkeit von Hefezellen fuhrt (Finley et al., 1994; Spence et al.,
1995).
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Abb. 1: Das Ubiquitin-Konjugations-System. Nach der Translation wird das initiale
Ubiquitin zuerst durch Ubiquitin-Hydrolasen prozessiert und anschlie@end unter ATP-
Verbrauch durch das E1-Enzym aktiviert. Uber die konjugierenden E2-Enzyme und
Substratspezifitat-vermittelnde E3-Ligasen wird das Ubiquitin schliel3lich auf ein Substrat
Ubertragen und oft selbst modifiziert, so dass sich Ubiquitinketten ausbilden. In einigen Fallen
wird zur Kettenverldngerung ein E4-Enzym bendétigt. Durch Ubiquitin-Hydrolasen
(Deubiquitinierungsenzyme, DUB) kdnnen die verkniipften Ubiquitinreste wieder abgespalten
werden.

2.1.2Das 26S Proteasom
Das 26S Proteasom ist ein ca. 2 MDa grol3es, proteolytisches Enzym, das

aus mehreren Proteinkomplexen besteht (Pickart und Cohen, 2004;
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Dahlmann, 2005). Es setzt sich zusammen aus ein oder zwei regulatorischen
19S Kappen und einem 20S Partikel, einer Art Hohlzylinder, der die Protease-
Funktion tbernimmt (Abb. 2). Das 20S Proteasom besteht aus vier Ringen
aus je sieben verschiedenen a- und B-Untereinheiten, die in der Abfolge afpfa
Ubereinander angeordnet sind. Dabei sind jeweils drei p-Untereinheiten
katalytisch aktiv und spalten die in den Hohlraum des Zylinders
eingeschleusten Proteine, wahrend die a-Untereinheiten im Zusammenspiel
mit der/den 19S Kappe(n) den Zugang der Substrate in die Proteasekammer
regulieren. Als Substrate werden in der Regel multi-ubiquitinierte Proteine
erkannt, die mindestens vier Ubiquitinreste enthalten, und deren
Ubiquitinketten Uber das Lysin K48 verknupft sind (Thrower et al., 2000). Als
Rezeptoren zur Erkennung der modifizierten Substrate dienen Proteine, die
Ubiquitin-bindende Domanen enthalten und entweder feste Bestandteile des
26S Proteasoms selbst sind, oder als l6sliche Substratadaptoren
vorubergehend mit dem Proteasekomplex assoziieren (Schmidt et al., 2005).
So wurde die Untereinheit Rpn10/S5a* der 19S Kappe als Ubiquitin-
ketten-Interaktor identifiziert (Deveraux et al., 1994; Young et al., 1998). Sie
enthalt ein (S5a: zwei) “Ubiquitin-interacting motif” (UIM), eine Abfolge von
ungefdhr 20 Aminosduren die eine oa-Helix ausbilden, welche neben
Ubiquitinketten auch Ubiquitin-&hnliche Domanen binden kann (Walters et al.,
2002). Interessanterweise sind diese Ubiquitin-ahnliche Domé&nen (UBD)
auch am N-Terminus der zwei l6slichen Substratrezeptoren Rad23 und Dsk2
zu finden, die Uber diese Domé&nen ans Proteasom binden kdnnen (Elsasser
et al., 2002; Funakoshi et al., 2002). Fur die humanen Rad23-Homologen
hHR23A/B wurde die Bindung an S5a gezeigt (Hiyama et al., 1999), in Hefe
interagieren Rad23 und Dsk2 dagegen mit der proteasomalen Untereinheit
Rpnl (Elsasser et al., 2002). In Rad23 wurden zwei, in Dsk2 eine “Ubiquitin-
associated” (UBA)-Domane identifiziert (Hofmann und Bucher, 1996), die am
C-Terminus der Proteine zu finden sind und Ubiquitin binden kdnnen
(Bertolaet et al., 2001; Wilkinson et al., 2001). Uber die UBA-Domanen

'Bei orthologen Proteinen werden zuerst die Hefenamen angegeben
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kénnen Rad23 und Dsk2 ubiquitinierte Proteine als Abbausubstrate zum
Proteasom rekrutieren (Rao und Sastry, 2002; Verma et al., 2004).

Nach der Erkennung und vor der Degradation des Substrats werden die
konjugierten Ubiquitinreste durch Proteasom-assoziierte Ubiquitin-Hydrolasen
wieder abgespalten und kdnnen erneut zur Verknupfung verwendet werden
(Abb. 2). In der 19S Kappe sind au3erdem Proteine der AAA-ATPase Familie
(siehe unten) zu finden, die eine Chaperon-ahnliche Aktivitat besitzen und die
Energie aus der ATP-Hydrolyse nutzen, um Substrate zu entfalten und in den
Hohlzylinder einzuschleusen (Glickman et al., 1998; Rubin et al., 1998; Braun
et al., 1999). Interessanterweise ist an bestimmten Degradationsprozessen
auch ein weiteres Protein der AAA-Familie beteiligt, Cdc48, dessen Aktivitat

allerdings bereits vor der Bindung des Substrats an das Proteasom benétigt

wird.
L ¥
‘ 19S Kappe
_> _> 20S Zylinder
Substrat 26S Proteasom J \’
Vd

Abb. 2: Proteinabbau durch das 26S Proteasom. Multi-ubiquitinierte Proteine werden
durch Substratrezeptoren erkannt und an der 19S Kappe des Proteasoms gebunden.
Proteasom-assoziierte Ubiquitin-Hydrolasen spalten die Ubiquitinreste vom Substrat ab,
bevor dieses unter ATP-Verbrauch entfaltet und in den 20S Zylinder eingeschleust wird. Die
katalytischen B-Untereinheiten des 20S Partikels spalten das Protein in 10-12 Aminosaure-
reste umfassende Peptide.

2.2. Die AAA-ATPase Cdc48/p97

Proteine aus der Familie der AAA-ATPasen (“ATPases associated with
diverse cellular activities”) haben Funktionen in verschiedenen zelluléaren

Prozessen wie Zellteilung, Proteolyse, Vesikeltransport oder Biogenese von
6
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Endosomen und Peroxysomen (Lupas und Martin, 2002; Hanson und
Whiteheart, 2005). Gekennzeichnet sind sie durch eine konservierte ATPase-
Domane von etwa 240 Aminosauren, die neben den klassischen Walker A-
und Walker B-Motiven einen weiteren stark konservierten Abschnitt aufweist,
die “Second Region of Homology” (SRH, Abb. 3a). AAA-ATPasen enthalten
ein oder zwei dieser AAA-Doméanen (mit D1 und D2 bezeichnet) sowie oft
einen variableren Bereich von ungefahr 200 Aminosduren am N-Terminus, die
so genannte N-Domane, welche die Substrat- und Kofaktorbindung vermittelt.

Trotz der Unterschiedlichkeit der Prozesse, in denen AAA-Proteine
wirken, lassen sich einige Gemeinsamkeiten bei der Funktionsweise
feststellen. AAA-ATPasen bilden Oligomere - meist Hexamere -, die im Falle
der Typ lI-ATPasen (zwei D-Domanen) stabile Einheiten darstellen, sich bei
Typ | (eine D-Doméane) aber auch abhangig von der Substrat- oder
Nukleotidbindung ausbilden kdénnen (Lupas und Martin, 2002). Diese
Komplexe nutzen die Energie aus der ATP-Hydrolyse zur Entwindung von
Proteinkomplexen, zur Extraktion von Substraten aus Membranstrukturen
oder zur kompletten Entfaltung von Proteinen (Hanson und Whiteheart, 2005).
Secl18/NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor) beispielsweise 16st SNARE
(“Soluble NSF attachment protein receptor”)-Komplexe nach der Fusion von
Vesikeln mit einer Organellenmembran auf, um die einzelnen SNARE-
Proteine fir weitere Fusionszyklen bereitzustellen (Whiteheart und Matveeva,
2004). Dagegen sorgen die AAA-Proteine Rptl bis Rpt6 der proteasomalen
19S Kappe fir eine Entfaltung der fur den Abbau vorgesehenen Proteine
(Rubin et al., 1998; Braun et al., 1999).

Die Vielféaltigkeit der von AAA-ATPasen Ubernommenen Aufgaben
spiegelt sich besonders beim Vertreter Cdc48 aus Hefe bzw. p97 oder VCP
(“Valosin-containing protein”) aus Saugern wider. CDC48 wurde erstmals in
Saccharomyces cerevisiae als essentielles Gen mit Funktionen im Zellzyklus
(Mutante des “Cell division cycle”) beschrieben und isoliert (Moir et al., 1982;
Frohlich et al., 1991). Spater wurde Cdc48/p97 als Faktor fur die Fusion
homotypischer Membranen des Endoplasmatischen Retikulums und des
Golgi-Apparates identifiziert (Latterich et al., 1995; Rabouille et al., 1995).

7
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Cdc48 ist eine Typ II-AAA-ATPase (Abb. 3a) und liegt in Zellen als ringférmig
angeordnetes Hexamer vor (Abb. 3b) (Peters et al., 1990; Peters et al., 1992;
Frohlich et al., 1995; Kondo et al., 1997).

a
N Domane D1 D2

1 210 459483 754 835
Cdcss NN | sk

b
a';_N
\—Dz
Seitenansicht Von oben Von unten
C
Cdc48/p97 Hexamer
+ Shpl/p47 + Ufd1-Npl4

wechselseitiger
Ausschluf3

Homotypische Membranfusion Proteasomaler Abbau

Abb. 3: Die AAA-ATPase Cdc48. a. Schematische Darstellung von Cdc48 aus
Saccharomyces cerevisiae. In den beiden AAA-Doméanen (D1 und D2) sind die ATPase-
Motive Walker A und Walker B eingezeichnet (A bzw. B), sowie die charakteristische “Second
Region of Homology” (SRH). Die Zahlen beziehen sich auf die Aminosaurereste.
b. Dreidimensionale Struktur von murinem p97 (Davies et al., 2005) aus mehreren
Perspektiven. Die einzelnen Doméanen sind durch Pfeile angezeigt. c. Schematische
Darstellung von Cdc48- bzw. p97-Adaptorenkomplexen und den ihnen hauptséchlich
zugeschriebenen Funktionen. U: Ufd1, N: Npl4. Das weil3e N bezeichnet die N-Doméne, D1
und D2 die beiden AAA-Doméanen in Cdc48.
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In weiteren Studien wurde Cdc48 als Komponente von
Proteinabbauwegen wie des “Ubiquitin-Fusion-Degradation” (UFD)- und des
“ER-associated degradation” (ERAD)-Abbauweges beschrieben (siehe 2.2.1),
auRerdem wurden Funktionen flr Cdc48 bei der Mobilisierung eines in der
ER-Membran lokalisierten Transkriptionsfaktors (Rape et al., 2001) und der
Disassemblierung der mitotischen Spindel gefunden (Cao et al., 2003).

Die Spezifitat dieser unterschiedlichen Cdc48-Aktivitdten wird durch eine
sich wechselseitig ausschlieende Bindung von zwei Adaptorproteinen
vermittelt (Abb. 3c), dem stabilen Heterodimer Ufd1-Npl4 und Shpl/p47
(Kondo et al., 1997; Meyer et al., 2000), die von Hefe bis Mensch konserviert
sind. Dem Cdc48°"™ Komplex wurden Funktionen bei der Membranfusion
zugeordnet (siehe 2.2.2), wahrend Cdc48Y*""* hauptsachlich als

Komponente von proteasomalen Abbauwegen charakterisiert wurde.

2.2.1 Funktionen von Cdc48 in proteasomalen Abbauwegen
Cdc48 im UFD-Abbauweg
Der erste Hinweis auf Funktionen von Cdc48 beim Proteinabbau kam durch
Studien zum *“Ubiquitin fusion degradation” (UFD)-Proteinabbauweg.
Substrate dieses Abbauweges entstehen durch eine stabile, das heif3t nicht
durch Ubiquitin-Hydrolasen abspaltbare, lineare Fusion eines Ubiquitinrestes
an den N-Terminus eines Proteins (Bachmair et al., 1986; Johnson et al.,
1992). Der Ubiquitinrest des Fusionsproteins wird an seinen Lysinresten K29
und K48 weiter ubiquitiniert, und das multi-ubiquitinierte Protein schliel3lich
durch das 26S Proteasom degradiert. In einem genetischen Screen wurden
unter anderem UFD1, UFD2 und UFD3 als essentielle Gene fir diesen
Abbauweg isoliert (Johnson et al., 1995), deren korrespondierende Proteine
alle als Bindungspartner von Cdc48 identifiziert wurden (Ghislain et al., 1996;
Koegl et al., 1999; Meyer et al., 2000). In diesem Zusammenhang wurden
auch Cdc48 selbst sowie der Ufd1-Interaktionspartner Npl4 als Komponenten
des UFD-Abbauweges beschrieben (Ghislain et al., 1996; Rape et al., 2001).
Cdc48 spielt also zusammen mit den genannten Kofaktoren eine zentrale
Rolle in diesem Abbauweg. Die molekulare Wirkungsweise von Cdc48, vor
9
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allem in Bezug auf seine Protein-Entfaltungsaktivitat, ist fur den UFD-Prozess
allerdings unklar.

Die Verbindung von Cdc48 zum Ubiquitin/Proteasom-System wurde im
Folgenden eingehender untersucht und insbesondere die Bedeutung des
Ufd1-Npl4 Heterodimers als Substratadaptor fir ubiquitinierte Proteine
aufgezeigt (Meyer et al., 2000; Rape et al., 2001; Meyer et al., 2002; Richly et
al., 2005). Sowohl mono- als auch multi-ubiquitinierte Proteine werden durch
den Cdc48Y""P“.Komplex erkannt und umgesetzt, das heif3t in vielen Fallen
dem Abbau zugefuhrt. Ufd2 und Ufd3 dienen dagegen als Substrat-
prozessierende Kofaktoren (Richly et al.,, 2005; Rumpf und Jentsch, 2006),
wobei Ufd2 als E4-Enzym die Ubiquitinkettenverlangerung katalysiert (Koeg|
et al., 1999) und somit den Abbau von Cdc48-Substraten unterstutzt. Ufd3
hingegen agiert als Gegenspieler von Ufd2 und kann im Zusammenspiel mit
dem Deubiquitinierungsenzym Otul Proteine vor dem Abbau bewahren
(Rumpf und Jentsch, 2006).

Der “OLE Pathway”

Tiefere Einblicke in das Ubiquitin-abhéngige Cdc48-System gewéhrten die
Studien zur Regulation der OLE1 Transkription (“OLE Pathway”). Der
ER-membranstandige Transkriptionsfaktor Spt23 wird nach einer
Prozessierung (limitierten Proteolyse) durch das 26S Proteasom als mono-
ubiquitiniertes Protein von Cdc48Y**"** erkannt und vom ER losgeltst (Hoppe
et al., 2000; Rape et al., 2001). Die ATP-konsumierende Funktion von Cdc48
ist hierbei die Mobilisierung des Transkriptionsfaktors, der aus einem dimeren,
mit seinem in der Membran verankerten, inaktiven Vorlaufer gebildeten
Komplex herausgezogen wird, um anschlieend in den Zellkern transportiert
werden zu kénnen. Diese “Segregase”-Aktivitat des Cdc48Y P Komplexes
ist auch in weiteren Prozessen zu beobachten (ERAD, siehe unten) und
scheint die allgemeine Wirkungsweise der Cdc48 AAA-ATPase darzustellen.
Nach Aktivierung der OLE1 Transkription im Zellkern wird Spt23 durch Ufd2
multi-ubiquitiniert, Uber die Substratrezeptoren Rad23 und Dsk2 an das

Proteasom rekrutiert und degradiert (Richly et al., 2005). Die Interaktion der
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Komponenten Cdc48Y™“ Ufd2 und Rad23 miteinander, sowie deren
unterschiedliche Affinitat fur die verschiedenen Stadien der Ubiquitin-
modifikation von Spt23 lassen eine lineare Abfolge der Ereignisse vermuten.
Das Substrat wird also nach seiner Erkennung durch Cdc48“"*™** von einer
Komponente zur nachsten weitergereicht und bis zum 26S Proteasom
eskortiert, durch welches es schliel3lich degradiert wird (“escort pathway”
(Richly et al., 2005)). Eine weitere Eigenschaft von Cdc48 ist also die stabile
Verbindung der Rekrutierung, Prozessierung und Weiterleitung von

ubiquitinierten Substratproteinen.

Cdc48 im ERAD-System
Eine zum “OLE Pathway” ahnliche Funktion Gbernimmt Cdc48 auch im
“Endoplasmic reticulum-associated degradation” (ERAD)-Proteinabbauweg
(Abb. 4). Uber dieses System werden falsch gefaltete Proteine aus dem
Lumen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) oder aus der ER-Membran
entfernt (Meusser et al., 2005; Romisch, 2005). Neu synthetisierte Proteine
des ERs sowie fur den sekretorischen Weg vorgesehene Proteine werden
entweder ko- oder posttranslational durch einen Sec61 enthaltenden
Membrankanal in das ER eingeschleust und falten sich erst wahrend oder
nach dieser Translokation. Verschiedene Komponenten des ER-Lumens, wie
das Chaperon Kar2/BiP oder die Disulfidisomerase Pdil, agieren dabei als
Faltungshelfer (Wang und Chang, 1999; Helenius und Aebi, 2001; Hirsch et
al., 2004). Weiterhin dienen Enzyme, die den Status der N-Glykosylierung der
Proteine verandern und tberwachen, als System zur Qualitatskontrolle fir die
neu gefalteten Proteine. Entsprechen diese nicht den Anforderungen, werden
sie als ERAD-Substrate zurtick ins Zytosol transportiert (retrotransloziert) und
Uber den Ubiquitin/Proteasom-Weg abgebaut (Ellgaard und Helenius, 2003).
Fur diesen Prozess werden mehrere Komponenten benotigt. Der fur den
retrograden Transport der Substrate notwendige Membrankanal (Pore) ist
noch nicht eindeutig identifiziert. Als Kandidaten kommen sowohl
Proteinkomplexe der Translokon-Untereinheit Sec6l in Frage, als auch

Proteine der Derlin-Familie, dessen Vertreter Derl aus Hefe bereits seit
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langerem als ERAD-Komponente zur Degradation lumenaler Substrate
beschrieben ist (Knop et al., 1996). Allerdings scheint Derl fiir den Abbau von
membranstandigen Substraten nicht bendtigt zu werden (Vashist und Ng,
2004; Kreft et al., 2005). Kurzlich wurde auch eine Funktion fir das humane
Derl-Homolge Derlin-1 in ERAD gefunden und dieses Protein als
Porenbestandteil vorgeschlagen (Lilley und Ploegh, 2004; Ye et al., 2004).
Proteine der Derlin-Familie besitzen mehrere Transmembrandurchgénge und
konnten durch die Ausbildung homo- oder hetero-oligomerer Strukturen einen
Membrankanal formen. Zudem interagiert Derlin-1 mit p97 (Cdc48), das in
ERAD eine zentrale Rolle einnimmt.

In mehreren Studien wurde die Beteiligung des Cdc48Y"™"** Komplexes
am ERAD-Prozess gezeigt (Bays et al., 2001b; Ye et al., 2001; Braun et al.,
2002; Jarosch et al., 2002; Rabinovich et al., 2002). Dabei wird die ATPase-
abhangige “Segregase”-Aktivitat wahrscheinlich sowohl fur die retrograde
Translozierung von Substraten durch die Membranpore als auch fur die
Loslésung multi-ubiquitinierter Substrate von der ER-Membran ben6étigt
(Jarosch et al., 2002; Ye et al., 2003; Elkabetz et al., 2004). Somit ist das
Wirken des Cdc48-Komplexes mdglicherweise eng mit der im Zytosol statt-
findenden Ubiquitinierung der ERAD-Substrate verbunden, da diese die
Retrotranslokation der Proteine unterstutzt (Flierman et al.,, 2003).
Cdc48Y P k5nnte dabei auch zwischen einzelnen Ubiquitinierungsschritten
agieren.

In Hefe sind hauptsachlich drei Ubiquitin-konjugierende Enzyme (E2),
Ubcl, Ubc6 und Ubc7, sowie zwei Ubiquitin-Ligasen (E3) der RING-Familie
fur die Ubiquitinierung von ERAD-Substraten verantwortlich. Das E3 Hrd1l
arbeitet mit den E2s Ubcl und Ubc7 zusammen (Bays et al., 2001a) und ist
fur den Abbau von lumenal erkannten ERAD-Substraten wichtig (ERAD-L
Weg). Diese kdnnen sowohl l6sliche Proteine des ER-Lumens als auch ER-
Membranproteine mit lumenaler Doméane sein (Vashist et al., 2001; Taxis et
al., 2002; Vashist und Ng, 2004). Die Ubiquitin-Ligase Doal0 (Swanson et al.,
2001) wird fur die Degradation von ER-membranstandigen Proteinen bendtigt,

deren Missfaltung in einer Doméne auf der zytoplasmatischen Seite der ER-
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Membran liegt. Diese Substrate werden durch das ERAD-C Kontrollsystem
erkannt und deutlich schneller abgebaut als ERAD-L Substrate (Vashist und
Ng, 2004).

Rad23 und Dsk2 wirken auch in ERAD als |6sliche Substratrezeptoren
des Proteasoms, die Degradation von Proteinen uber den ERAD-Protein-
abbauweg verlauft also ebenfalls tber ein Eskortierungs-System (Medicherla
et al., 2004; Richly et al., 2005).

'Q J —

Zytosol

ER Membran

Substrate

Abb. 4: Der ERAD-Proteinabbauweg. Falsch gefaltete Proteine der ER-Membran oder des
ER-Lumens werden durch ERAD-Komponenten erkannt, zurlick ins Zytosol gezogen und
Uber das Ubiquitin/Proteasom-System abgebaut. Fir weitere Erklarungen siehe Text. Cdc48
ist in blau abgebildet. U: Ufd1; N: Npl4; Ubal: Hefe E1-Enzym; E2: ERAD E2-Enzyme Ubc6
und Ubc7, die selbst (Ubc6) oder lber einen Bindungspartner (Cuel bei Ubc7) in der ER-
Membran verankert sind. Das ERAD-E2 Ubcl ist allerdings l6slich; E3: ERAD-E3-Enzyme
Hrd1l und DoalO; QC: Faltungshelfer und Komponenten des Qualitatskontroll-Systems im
ER-Lumen, zu denen unter anderem das Chaperon Kar2/BiP, Disulfidisomerasen (Pdil,
Epsl) und Lektine (Htm1/EDEM, Yo0s9) gehdren.
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Cdc48 im Zellzyklus

Weitere Funktionen im Proteinabbau besitzt Cdc48 bei der Regulation des
Zellzyklus. Depletiert man Cdc48 aus Hefezellen durch induzierten Abbau,
fuhrt dies zu einem Arrest der Zellen in der G1-Phase, da der G1-CDK
(“Cyclin dependent kinase”)-Inhibitor Farl nicht mehr degradiert wird (Fu et
al., 2003). Allerdings steht dieser Befund der initialen Charakterisierung des
CDC48-Gens entgegen, bei der cdc48-1 Mutanten einen Stopp am G2/M-
Ubergang zeigten (Moir et al., 1982). Eine Verbindung zum Zellzyklus wurde
auRerdem in einer Studie zum Einfluss von Cdc48""™™** auf die Auflésung der
Spindel nach der Mitose gefunden (Cao et al,, 2003). Dabei wurden als
Substrate fur die Cdc48-vermittelte Degradation ein Mikrotubuli-bindendes
Protein, Asel, sowie die Polo-&hnlichen Kinase Cdc5 identifiziert. Die
Beteiligung von Ufd1-Npl4 am Abbau dieser Substrate wurde allerdings nicht

direkt gezeigt.

2.2.2 Die Rolle von Cdc48/p97 bei der homotypischen Membranfusion
Die Fusion von Membranen des gleichen Organellen-Typs wird im
allgemeinen als homotypische Membranfusion bezeichnet. Sie ist sowohl fir
den Erhalt als auch die Neuorganisation eines Organells, beispielsweise nach
der Mitose, verantwortlich. Fur Cdc48/p97 wurde erstmals 1995 eine
Beteiligung an Prozessen der homotypischen Membranfusion gezeigt: bei der
Fusion von ER-Membranen in Hefe und bei der Reassemblierung von
mitotischen Golgi-Fragmenten aus menschlichen Zellen in vitro (Acharya et
al., 1995; Latterich et al., 1995; Rabouille et al., 1995). In diesen Prozessen
wird fir Cdc48 eine Aktivitat dhnlich zu der der AAA-ATPase Secl8 (NSF)
vermutet, welche nach einer erfolgten Membranfusion das Auflésen von
SNARE (“Soluble NSF attachment protein receptors”)-Komplexen bewirkt, um
diese fur neue Fusionszyklen bereitzustellen (“Priming”) (Whiteheart et al.,
2001). NSF wirkt hauptsachlich bei der Fusion von Membranen
unterschiedlichen Typs (heterotypische Membranfusion) wie beispielsweise
von Vesikeln mit Organellen, konnte allerdings auch die Ausbildung von
Golgi-Strukturen aus den mitotischen Fragmenten vermitteln (Rabouille et al.,
14
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1995). Der Unterschied zwischen NSF und p97 scheint in der Auswahl der
SNARE-Komplexe zu liegen. Wahrend NSF vorwiegend Komplexe auflst, die
durch Zusammenlagerung eines v-SNAREs einer Vesikelmembran mit einem
t-SNARE einer Organellenmembran entstanden sind (Whiteheart et al., 2001)
wird fur p97 die Entwindung reiner t-SNARE Komplexe vermutet: fir die
Fusion von ER-Membranen in Hefe werden nur das t-SNARE Ufel und
Cdc48 bendtigt, nicht jedoch Secl18 (NSF) (Patel et al., 1998). Aul3erdem wird
die p97-vermittelte Reassemblierung der mitotischen Golgi-Fragmente, im
Gegensatz zum Ansatz mit NSF, nicht durch die Zugabe von Antikorpern
gegen das v-SNARE Gos28 blockiert (Rabouille et al., 1998).

NSF bendtigt fur die Interaktion mit den SNARE-Komplexen bestimmte
Adaptorproteine, die SNAPs (“Soluble NSF attachment protein”). Ebenso
wurde fir p97 ein notwendiger Kofaktor fir die in-vitro-Fusion der mitotischen
Golgi-Fragmente identifiziert, p47 (Shpl) (Kondo et al., 1997). Dieses bildet in
Zellen einen stabilen Komplex mit p97 und schliel3t eine gleichzeitige Bindung
des heterodimeren Ufd1-Npl4 Adaptorproteins aus (Meyer et al., 2000). p47
kann direkt mit dem t-SNARE Syntaxin5 (Sed5) interagieren und vermittelt
dessen Bindung an p97 in vitro (Rabouille et al., 1998). Zudem beeinflusst es
die ATPase-Aktivitat von p97 (Meyer et al., 1998).

Interessanterweise wurde auch fiir den p97°*’ (Cdc48°"™) Komplex eine
Verbindung zum Ubiquitin-System gefunden. p47 besitzt an seinem
N-Terminus eine funktionale UBA-Domane, die einzelne Ubiquitin-Einheiten
binden kann und fiir die Funktion bei der in-vitro-Fusion der mitotischen Golgi-
Fragmente notwendig ist (Meyer et al., 2002). Allerdings spielt bei der
Fusionsreaktion weder der Abbau durch das Proteasom noch eine
Ubiquitinketten-Ausbildung eine Rolle, vielmehr wurde ein Deubiquitinierungs-
enzym identifiziert, VCIP135, dessen Aktivitat fur den Fusionsprozess benétigt
wird (Uchiyama et al.,, 2002; Wang et al., 2004). Das Ubiquitin-System
ibernimmt in diesem Zusammenhang also eine nicht-proteolytische
Markierungsfunktion, moéglicherweise wird dient die Mono-Ubiquitinierung
eines noch unbekannten Substrates als Erkennungssignal fur die

Rekturierung des p97**" Komplexes. Es ist allerdings anzumerken, dass die
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Bindung des t-SNARE-Substrats Syntaxin5 durch p97*’ und der Einfluss von
VCIP135 auf diese Interaktion in vitro ohne eine Ubiquitinierung stattfinden
kann (Uchiyama et al., 2002). Insgesamt ist aber festzuhalten, dass die
Aktivitat von Cdc48/p97 in vivo nicht nur in Verbindung mit Ufd1-Npl4, sonder
scheinbar allgemein auf Ubiquitin-modifizierte Proteine gerichtet ist.

Fir einen weiteren p97-abhangigen Prozess, den Aufbau der
Kernmembran aus Vesikeln im Xenopus-System, ist der Einfluss des
Ubiquitin-Systems zwar unklar, jedoch sind sowohl Ufd1-Npl4 als auch p47
daran beteiligt (Hetzer et al., 2001). Fiur p97Y™** wurde dabei erstmals eine
Funktion in der Membranfusion gezeigt. Dieser Komplex wird fur die
Ausbildung einer geschlossenen Kernmembran bendtigt, wahrend p97* die
entstandene Kernhlle vergrof3ert.

Der Adaptor p47 interagiert mit p97 uber ein C-terminales Fragment, das
eine “Ubiquitin regulatory X” (UBX)-Domé&ne beinhaltet (Yuan et al., 2001).
Diese Domane ist auch in einer Reihe weiterer eukaryotischer Proteine zu

finden, deren Funktionen allerdings weitgehend unbekannt sind.

2.3. UBX-Domanen-Proteine

2.3.1Die UBX-Domane

Die “Ubiquitin regulatory X” (UBX)-Domane wurde im Rahmen einer
Sequenzstudie zur “Ubiquitin-associated” (UBA)-Doméne zuerst in dem
hypothetischen Protein Y33K identifiziert (Hofmann und Bucher, 1996) und
spater in einer Vielzahl weiterer eukaryotischer Proteine gefunden
(Buchberger et al.,, 2001; Carim-Todd et al., 2001). Die Domane umfasst
ungefahr 80 Aminosauren mit entfernter Sequenzahnlichkeit zu Ubiquitin (ca.
25%) und ist meist am C-Terminus der Proteine zu finden. Interessanterweise
sind die dreidimensionalen Strukturen von Ubiquitin und der UBX-Doméne
nahezu identisch (Abb. 5), wie die Strukturanalysen der UBX-Domanen von
FAF1 (“Fas-associated factor 1) und p47 ergaben (Buchberger et al., 2001;
Yuan et al., 2001). Die Organisation der Sekundarstrukturen ist eine Abfolge
von a-Helizes und p-Faltblattern in der Reihenfolge B-p-a-p-pf-a-p, die einen
16
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charakteristischen “Ubiquitin-fold” ausbilden, welcher auch von anderen
Ubiquitin-ahnlichen Proteinen wie beispielsweise SUMO-1 angenommen wird.
Im Gegensatz zu Ubiquitin und anderen Ubiquitin-ahnlichen Modifikations-
proteinen besitzt die UBX-Doméane kein Doppelglycinmotiv am C-Terminus,

so dass UBX-Proteine nicht an andere Proteine konjugiert werden kdénnen.

UBX-Domane Ubiquitin

Abb. 5: Dreidimensionale Struktur einer UBX-Domé&ne im Vergleich zu Ubiquitin.
Gezeigt sind Strukturmodelle der UBX-Doméane von FAF1 (Buchberger et al., 2001) und
humanem Ubiquitin. Die Amino- bzw. Carboxytermini sind jeweils mit N bzw. C markiert.

Die neue Familie der UBX-Proteine konnte aufgrund von Sequenzver-
gleichen aulR3erhalb der UBX-Doménen in 5 Untergruppen zusammengefasst
werden, die evolutionar konserviert sind (Buchberger et al., 2001). Neben der
Unterfamilie von Y33K und dem bereits oben beschriebenen p47 sind dies die
Gruppen von FAF1 und Rep-8, sowie den anderweitig nicht zuzuordnenden
UBX-Proteinen.

2.3.2Bekannte Funktionen von UBX-Domé&nen-Proteinen

Obwohl die Anzahl von Proteinen mit einer UBX-Domane relativ grol3 ist,
wurden bislang nur wenige UBX-Proteine charakterisiert, am ausfihrlichsten
der p97-Adaptor p47 (siehe 2.2.2). Interessanterweise enthalt das ebenfalls in
der homotypischen Membranfusion involvierte Deubiquitinierungsenzym
VCIP135 auch eine UBX-Doméne (Uchiyama et al., 2002).
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Weiterhin wurden Studien zu den p47-homologen Proteinen “eyes
closed” (eyc) aus Drosophila und Shpl aus Hefe durchgefiihrt. Phanotyipsch
ist eyc notig fur die Ausbildung von Photorezeptoren in der Fliege, auf
zellularer Ebene kann man auch Effekte auf Membranfusions-Prozesse
beobachten. Die Uberexpression von eyc fiihrt zu einer Ausdehnung des ERs
und eine Mutation verhindert den Wiederaufbau der Kernmembran (Sang und
Ready, 2002). SHP1 (“Suppressor of high copy phosphatase”) aus
Saccharomyces cerevisiae wurde hingegen in einem genetischen Screen fur
Mutanten isoliert, die eine erhdhte Phosphatase-Aktivitat von Glc7
supprimierten. Weiterhin zeigen shpl-Mutanten ein verlangsamtes Wachstum
und Defekte bei der Speicherung von Glykogen (Zhang et al., 1995). Eine
Verbindung zu homotypischer Membranfusion wurde bisher nur in Bezug auf
die Vakuole gefunden (S. Thoms 2002, Dissertation an der Universitat
Witten/Herdecke; (Seeley et al., 2002).

Neben p47 sind in einer Reihe von weiteren UBX-Proteinen UBA-
Domaénen identifiziert worden, beispielsweise in FAF1 und Y33K/SAKS1
(Suyama et al., 2000; Buchberger et al., 2001). Mdglicherweise kdnnte deren
zellulare Funktionen ebenfalls in Verbindung mit dem Ubiquitin-System
stehen.

Zu Beginn dieser Arbeit existierten aul3erdem vereinzelte Studien zu
folgenden UBX-Proteinen:

FAF1 bindet an den Fas-Rezeptor und ist Bestandteil des “Death-
inducing Signaling Complex” (Chu et al., 1995; Frohlich et al., 1998; Ryu et
al., 1999; Ryu et al., 2003). Es wurde als Verstarkungsfaktor fur die Fas-
induzierte Apoptose von Zellen beschrieben, eine Uberexpression von FAF1
scheint allerdings auch ohne extrinsisches Signal zur Apoptose flhren zu
koénnen (Ryu und Kim, 2001). Weiterhin wurden Funktionen von FAF1 im
NF-kB-Signalweg und bei der Regulation der Aktivitdt von Chaperonen der
Hsp70 Familie beschrieben (Park et al., 2004; Kim et al., 2005).

Y33K wurde als ein Interaktor der Peptid:N-Glykanase gefunden (Park et
al., 2001).
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Die Rep-8 Proteine sind nur in Saugern zu finden und kénnten eine
Rolle bei der Fortpflanzung spielen (Yamabe et al., 1997; Yamabe et al.,
1999).

Das UBX-Protein Socius aus der Ratte wurde als Interaktor von Rho-
GTPasen identifiziert und kdnnte Aufgaben bei der Organisation des Aktin-
Zytoskeletts besitzen (Katoh et al., 2002).

Das murine TUG bindet an den GLUT4 Glukose-Transporter und
beeinflusst dessen Lokalisation an der Plasmamembran (Bogan et al., 2003).

Insgesamt ist die Bedeutung der UBX-Proteine fur die eukaryotische
Zelle aber weitgehend unklar, und gerade die Unterschiedlichkeit der
aufgezahlten Hinweise macht auch die Frage nach Gemeinsamkeiten von

UBX-Proteinen interessant.
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2.4. Zielsetzung der Arbeit

Bislang sind nur wenige Vertreter aus der neu beschriebenen Familie der
UBX-Domanen-Proteine charakterisiert worden, bei vielen handelt es sich um
hypothetische Proteine. Ziel dieser Arbeit war es deshalb, sowohl allgemeine
Eigenschaften als auch spezifische zellulare Funktionen von UBX-Proteinen
im Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae aufzuklaren.

Da das UBX-Protein p47 ein Interaktor der AAA-ATPase Cdc48/p97 ist,
sollte zunachst getestet werden, ob die Bindung an Cdc48 eine allgemeine
Eigenschaft von UBX-Proteinen darstellt und welche Rolle die UBX-Domane
dabei spielt.

Weiterhin wurde aufgrund der Existenz von Ubiquitin-bindenden
Domanen vermutet, dass einige UBX-Proteine Komponenten von Ubiquitin-
vermittelten Prozessen sein konnten. Diese UBA/UBX-Proteine sollten daher

auf eine Beteiligung am Abbau zellularer Proteine untersucht werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Allgemeine Charakterisierung von UBX-Proteinen

Die Béackerhefe Saccharomyces cerevisiae besitzt sieben Proteine mit einer
UBX-Domane, die vier der funf Unterfamilien von UBX-Proteinen zugeordnet
werden konnen (Abb. 6). Abgesehen von der nur in Saugern vorkommenden
Rep-8 Familie konnten also Vertreter aus allen UBX-Untergruppen untersucht
werden. Sechs UBX-Proteine waren bislang nur als offene Leserahmen
annotiert und wurden mit Ubx2 bis Ubx7 bezeichnet (Abb. 6). Bereits
beschrieben war das p47-Orthologe Shpl (“Suppressor of high-copy
phosphatase”), bei einem genetischen Screen flhrten Mutationen im SHP1-
Gen zur Suppression einer letal erhdhten Phosphatase-Aktivitat von Glc7
(Zhang et al., 1995). Zudem wurde auch die Bindung von Shpl an Cdc48, das
p97 Orthologe der Hefe, bestatigt (Braun et al.,, 2002; R. Albang,

A. Buchberger, persénliche Mitteilung).

Shp1 luBa| [ SEP | BSII[ UBX | 423 aa
Ubx2/YmI013w | JUBA| [ UBX || 584aa
Ubx3/YdI091c | | _UBX | 455aa
Ubx4/Ymr067¢ [ [UBX] | 415aa
Ubx5/Ydr330w UBA UM UBX | 500 aa
Ubx6/Yjl048c Lol uex L | 396 aa
Ubx7/Ybr273c [ | UBX | | 436 aa

Abb. 6: UBX-Proteine der Hefe. Saccharomyces cerevisiae besitzt Vertreter aus 4 der 5
Unterfamilien von UBX-Proteinen (Buchberger et al., 2001). Homologien aufRerhalb der UBX-
Doméne sind durch eine ahnliche Farbgebung markiert. Grin: p47-Gruppe; Blau: FAF1-
Gruppe; Orange: Rest-Gruppe; Lila: Y33K-Gruppe. Identifizierte bzw. vorhergesagte
Doméanen fur die UBX-Proteine: UBA, “Ubiquitin-associated”-Doméane; UIM, “Ubiquitin-
interacting motif’; UBX, “Ubiquitin regulatory X"-Domane; SEP, “Shpl eyc p47”-Domaéne.
Eine zweite Cdc48-Bindestelle in Shpl (siehe auch 3.1.1) ist mit BSIl bezeichnet.
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3.1.1 Alle UBX-Proteine der Hefe interagieren mit Cdc48

Ausgehend von der bekannten Interaktion des UBX-Proteins p47 mit p97, die
Uber ein die UBX-Domane enthaltendes, C-terminales Fragment von p47
erfolgte (Yuan et al., 2001), stellte sich zunachst die Frage, ob UBX-Proteine
allgemein Bindungspartner von Cdc48/p97 sein kdnnten. Dazu wurden die
UBX-Proteine der Hefe in gerichteten Hefe-Zwei-Hybrid Experimenten auf die
Interaktion mit Cdc48 und weiteren AAA-ATPasen getestet. Alle sieben
Proteine interagierten mit Cdc48 (Abb. 7a), nicht jedoch mit den
AAA-ATPasen Secl18 (NSF), Afg2, Pex6 oder Vps4 (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 7: Alle UBX-Proteine der Hefe interagieren mit Cdc48. a. Hefe-Zwei-Hybrid
Experimente mit Kombinationen von Fusionsproteinen bestehend aus der Gal4-
Aktivierungsdoméne (AD) oder -Bindedoméane (BD) fusioniert an Cdc48 bzw. die
angegebenen UBX-Proteine. Wachstum auf der Selektionsplatte SC-Leu-Trp-His (-His) zeigt
eine Interaktion der getesteten Proteine an. b. Ko-Immunprazipitationsexperimente mit
chromosomal 3HA-epitopmarkierten UBX-Proteinen. Die UBX-Proteine wurden durch anti-HA
Antikdrper aus Lysaten der entsprechenden Hefestamme gefallt und die Prazipitate im
anti-HA und anti-Cdc48 Immunoblot (IB) analysiert. Der Input zeigt 1% der eingesetzten

Proteinmenge, SK markiert die Schwerkette des Antikdrpers. Die Sternchen kennzeichnen
die sieben Ubx"* Proteine.

22



Ergebnisse

Um die Bindung an Cdc48 zu verifizieren, wurden Ko-Immun-
prézipitationsexperimente mit chromosomal 3HA-epitopmarkierten UBX-
Proteinen durchgefuhrt. In allen Ansatzen mit den gefallten UBX-Proteinen
konnte Cdc48 im Immunblot nachgewiesen werden und somit die Bindung an
Cdc48 bestéatigt werden (Abb. 7b). Zusammengenommen wurden damit UBX-
Proteine als neue Familie von Cdc48-Kofaktoren identifiziert.

Um die Rolle der UBX-Domane bei der Interaktion genauer zu
untersuchen, sollten verschiedene Proteinkonstrukte auf eine Bindung von
Cdc48 uberpriuft werden. Zur Deletion der UBX-Domane wurden UBX-
Proteine mit Lokalisation der Doméane am extremen C-Terminus gewahlt, da
bei diesen das Entfernen den geringsten Einfluss auf die Proteinstruktur
haben sollte. Es wurden C-terminal verkirzte Versionen von Shpl, Ubx2,
Ubx3 und Ubx5 hergestellt und in Hefe-Zwei-Hybrid Experimenten auf die
Interaktion mit Cdc48 getestet. In allen Fallen fihrte das Fehlen der UBX-
Doméne zu einem Verlust des Signals auf der SC-Ade-Selektionsplatte, auf
der weniger stringenten SC-His-Platte war ein Wachstum nur bei der
Kombination Cdc48-Shp1*“®* zu beobachten (Abb. 8a). Fir die stabile
Bindung an Cdc48 wird die UBX-Domane also generell benétigt, wenngleich
auch Shp1*“® mit Cdc48 zu einem gewissen Grad interagieren konnte
(Abb. 8a, b). Verantwortlich daftr ist eine zweite Cdc48-Bindestelle N-terminal
von der UBX-Doméne (BSII, siehe auch Abb. 6), die bereits im Shpl-
orthologen p47 identifiziert wurde (Yuan et al., 2001; Uchiyama et al., 2002).
Die Mutation dieses Motivs in Shp1*“®* fiihrte zu einem vollstandigen Verlust
der Cdc48-Bindung (A. Neves, Master Thesis 2005).

In komplementéren Experimenten wurde die Bindung der isolierten UBX-
Doménen von Shpl und Ubx2 bis Ubx7 an Cdc48 untersucht. Fir die UBX-
Doménen von Shpl, Ubx5 und Ubx7 konnte eine Interaktion mit Cdc48
festgestellt werden (Abb. 8c). Die negativen Ergebnisse bei den restlichen
Ansatzen konnten auf eine Instabilitdt der getesteten UBX-Domanen-
Konstrukte zuriickzufuhren sein, die im Immunblot nur schwach detektierbar

waren (Daten nicht gezeigt). In GST-Bindungs-Experimenten in vitro konnte
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zusatzlich eine Cdc48-Interaktion der UBX-Domane von Ubx4 gezeigt werden
(Schuberth et al., 2004).

Die UBX-Domane ist also fur Ubx2, Ubx3 und Ubx5 notwendig, und im
Falle von Shpl, Ubx4, Ubx5 und Ubx7 hinreichend fur die Cdc48-Bindung.
Sie kann damit als allgemeines Interaktionsmodul fir Cdc48 bezeichnet
werden. Diese Schlussfolgerung wird durch strukturelle Analysen des p97-p47
Komplexes unterstutzt, bei der die wenigen, in UBX-Domanen stark
konservierten Aminosauren (Buchberger et al., 2001) als p97-Kontaktstellen

in p47 identifiziert wurden (Dreveny et al., 2004).
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Abb. 8: Die UBX-Doméne vermittelt die Cdc48-Interaktion. a, b. Die Deletion der UBX-
Doméane fuhrt zum Verlust oder zu verminderter Cdc48-Bindung. a. Hefe-Zwei-Hybrid
Experimente mit Volllangen und verkirzten UBX-Protein-Konstrukten und Cdc48 b. Ko-
Immunpréazipitationsexperiment mit Shpl und Shp1*“®*., Chromosomal 3HA-epitopmarkiertes
Shpl bzw. Shp1*“® wurde durch anti-HA Antikérper aus Zelllysaten der entsprechenden
Hefestdmme geféllt und im Immunblot (IB) auf die Koprazipitation von Cdc48 untersucht.
c. Einige UBX-Domanen reichen fir eine Interaktion mit Cdc48 aus. Hefe-Zwei-Hybrid
Experimente mit isolierten UBX-Domadnen und Cdc48 a, c. Wachstum auf den
Selektionsplatten SC-Leu-Trp-His (-His) und SC-Leu-Trp-Ade (-Ade) zeigt eine Interaktion der
getesteten Proteine an. Fiur die Domanengrenzen der verwendeten Kontrukte siehe 5.1.7.
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Da die p47- bzw. Shpl-Interaktion mit der N-Domane von p97/Cdc48
erfolgt (Uchiyama et al., 2002; Ye et al., 2003; Dreveny et al., 2004; Rumpf
und Jentsch, 2006), kann man davon ausgehen, dass diese Doméane auch die

Bindestelle fir die anderen UBX-Proteine in Cdc48 ist.

3.1.2Interaktionen von UBX-Proteinen mit anderen Cdc48-Kofaktoren
Aufgrund der hexameren Struktur von Cdc48 waren prinzipiell sechs
N-Domanen eines Komplexes zuganglich, um Ufd1-Npl4 oder eines der UBX-
Proteine zu binden. Die sich wechselseitig ausschlieRende Bindung von p47
und Ufd1-Npl4 zeigt jedoch, dass die Bindestellen nicht frei kombinierbar
besetzt werden kbnnen (Meyer et al., 2000). Die gegenseitige Verdrangung ist
dabei moglicherweise auf eine Homo-Oligomerisierung der Adaptoren
zuruckzufiahren, die im Falle von p47/Shpl Uber die SEP-Doméane zu erfolgen
scheint (Yuan et al., 2004).

Es stellte sich nun die Frage, ob auch die UBX-Proteine Ubx2 bis Ubx7
sich gegenseitig ausschliel3ende Komplexe mit Cdc48 ausbilden, oder ob eine
gleichzeitige Bindung mehrerer Adaptoren mdglich ist. In Immun-
prazipitationsexperimenten zeigte sich, dass Ubx2, Ubx3 und Ubx5 Cdc48-
Komplexe kopréazipitierten, die gleichzeitig Ufd1l enthielten (Abb. 9a). Ubx6
und Ubx7 hingegen konnten zusatzlich zu Cdc48 auch Shpl mitfallen
(Abb. 9a). Die Spezifitat dieser Interaktionen wird durch interne Kontrollen des
Experiments unterstrichen. Bei der Immunprazipitation von Shpl wurde wie
erwartet kein Ufd1l detektiert, ebenso fehlte das Signal fur Ubx2. Auch wurde
Shpl nicht von den Ufdl-Interaktoren Ubx2, Ubx3 und Ubx5 prazipitiert,
wahrend in den Ansatzen mit Ubx6 und Ubx7 kein Ufd1l nachweisbar war.
Interessanterweise zeigten Ubx3 und Ubx5 auch eine Interaktion mit Ubx2,
ein Hinweis, dass manche Cdc48-Komplexe neben Ufd1l sogar mehrere UBX-
Proteine binden kdnnen. Fur Ubx4 wurde keine Bindung an die getesteten
Kofaktoren gefunden, eine endgultige Aussage lasst sich allerdings aufgrund

der geringen Menge an koprazipitiertem Cdc48 nicht treffen.
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Abb. 9: Interaktion von UBX-Proteinen mit anderen Cdc48-Kofaktoren. a. N-terminal
bindende Kofaktoren kénnen miteinander interagieren. Ko-Immunprazipitationsexperimente
mit chromosomal 9Myc-epitopmarkierten UBX-Proteinen. Die Proteine wurden durch anti-Myc
Antikérper aus Lysaten der entsprechenden Hefestimme gefallt und die Prézipitate in
Immunblots (IB) mit den angegebenen Antikdrpern analysiert. Der Input zeigt 1% der
eingesetzten Proteinmenge, SK markiert die Schwerkette des Antikdrpers. Die Sternchen
kennzeichnen jeweils Abbauprodukte des Myc-markierten UBX-Proteins. b. Alle UBX-
Proteine interagieren mit Ufd2 und Ufd3. Hefe-Zwei-Hybrid Experimente mit Kombinationen
von Fusionsproteinen bestehend aus der Gal4-Aktivierungsdoméne (AD) oder -Bindedoméane
(BD) fusioniert an Ufd2 oder Ufd3 bzw. die angegebenen UBX-Proteine. Wachstum auf der
Selektionsplatte SC-Leu-Trp-His (-His) zeigt eine Interaktion der getesteten Proteine an.
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Die meisten UBX-Proteine sind also in der Lage, zusatzlich zu den sich
wechselseitig ausschlieBenden Adaptoren Shpl oder Ufd1-Npl4 an Cdc48 zu
binden. Die Ausbildung von reinen Cdc48-Komplexen mit nur einem einzelnen
der Proteine Ubx2 bis Ubx7 ist damit zwar nicht ausgeschlossen,
wahrscheinlicher ist jedoch, dass diese UBX-Proteine als Kofaktoren fir
Cdc48°™" oder Cdc48Y™ " wirken.

Neben den N-terminal bindenen Kofaktoren wurden zwei Cdc48-
Interaktoren identifiziert, die an dessen AAA-Doméanen binden, Ufd2 und Ufd3
(Ghislain et al., 1996; Koegl et al., 1999; Richly et al., 2005; Rumpf und
Jentsch, 2006). Sie erfullen keine Adaptorfunktion, sondern sind fur die
weitere Prozessierung der rekrutierten Substrate wichtig. In Hefe-Zwei-Hybrid
Experimenten interagierten alle UBX-Proteine mit Ufd2 und Ufd3 in zumindest
einer der getesteten Kombinationen (Abb. 9b). Die gleichzeitige Bindung an
endogenes Cdc48, die diesen Interaktionen vermutlich zugrunde liegt, ist
aufgrund der unterschiedlichen Bindestellen von UBX-Proteinen (N-Domane)
und Ufd2 bzw. Ufd3 (D1D2-Domane) ohne gegenseitige Storung maoglich.

UBX-Proteine ermdglichen somit die Ausbildung einer Vielzahl von
Cdc48-Komplexen, die moéglicherweise zur Unterscheidung der diversen
Cdc48-Funktionen benétigt werden. Uberraschend dabei ist, dass UBX-
Proteine wahrscheinlich keine eigenstandigen Cdc48"®* Komplexe ausbilden,
sondern vielmehr in Kombination mit anderen Kofaktoren den Cdc48-Komplex

modellieren.

3.1.3 Subzellulare Lokalisation von UBX-Proteinen

Die Interaktionen mit Cdc48 und seinen Kofaktoren lassen schlussfolgern,
dass UBX-Proteine an Cdc48-abhangigen Prozessen beteiligt sind. Um die
Auswahl an moéglichen Funktionen fur die einzelnen UBX-Proteine weiter
einschranken zu kénnen, wurden sowohl Lokalisationsstudien durchgeftihrt,
als auch Nullmutanten der UBX-Gene analysiert (siehe Abschnitt 3.1.4).

Die subzellulare Lokalisation wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz
gegen 9Myc-epitopmarkierte UBX-Proteine bestimmt (Abb. 10a). Als
Referenzen wurden der Zellkern mit DAPI angefarbt und das
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Endoplasmatische Retikulum (ER) durch Immunfluoreszenz gegen die
Translokon-Untereinheit Sec61 detektiert.

Weiterhin wurden Zellfraktionierungen durchgefihrt, die zur Abtrennung
der l6slichen Proteine von Membran-assoziierten Proteinen fuhrten
(Abb. 10b). Das Pellet der 20 000 g Fraktion (P20) enthalt dabei grof3ere
Membranstrukturen wie das ER oder die Plasmamembran. Zentrifugiert man
den erhaltenen Uberstand (S20) bei 100 000 g, kann man kleinere
Membranstrukturen wie Vesikel von den restlichen l6slichen Komponenten
abtrennen (P100, S100). Das ER-membranstandige Protein Dpm1 diente bei

diesen Versuchen als Markerprotein.
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Abb. 10: Subzelluldre Lokalisation der UBX-Proteine a. Hefestamme mit 9Myc-epitop-
markierten UBX-Proteinen wurden fixiert und das angegebene Protein durch indirekte
anti-Myc Immunfluoreszenz detektiert. Zum Vergleich wurde parallel eine Immunfluoreszenz
mit anti-Sec61 Antikdrper durchgefuhrt und die DNA mit DAPI gefarbt. b. Membran-
Fraktionen wurden aus Zelllysaten von Wildtyp oder 9Myc-epitopmarkierten Hefestdmmen
(Anséatze Ubx3, Ubx6 und Ubx7) isoliert. Das Gesamtlysat (T) wurde durch Zentrifugation bei
niedriger Beschleunigung (20 000 g) in eine I6sliche (S20) und Membran-assoziierte Fraktion
(P20) aufgetrennt. Der lésliche Uberstand wurde durch Zentrifugation bei 100 000 g nochmals
in eine losliche und eine Membran-enthaltende Fraktion aufgespalten (S100 und P100).
Gleiche Mengen der erhaltenen Fraktionen wurden anschlielend im Immunblot auf die
angegebenen Proteine hin untersucht.
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Ein Zusammenfassung der Ergebnisse fiur die einzelnen UBX-Proteine
gibt Tabelle 1. Shpl war in der Immunfluoreszenz an der Kernmembran bzw.
dem ER und im Zellkern detektierbar. Konsistent mit dieser Lokalisation
konnte Shpl sowohl in den I6slichen Fraktionen S20 und S100 (Zellkern), als
auch in der P20 Membran-Fraktion (ER) nachgewiesen werden. Ubx2 und
Ubx7 waren fast ausschlief3lich an der Kernmembran/ER lokalisiert und sind
wahrscheinlich Membranproteine. Ubx3 war ebenfalls Membran-assoziiert
und sowohl in kleineren als auch in groReren Membranstrukturen zu finden.
Die Immunfluoreszenz deutete dabei auf Vesikel oder den Golgi-Apparat hin.
Ubx6 zeigte eine &hnliche Aufteilung bei der Fraktionierung wie Ubx3, war in
der Immunfluoreszenz aber eher der Kernmembran/ER zuzuordnen. Ubx4
konnte in allen Fraktionen detektiert werden, in der Immunfluoreszenz war
eine Uberlappung mit der DAPI-Farbung und mdéglicherweise dem Sec61
Signal zu beobachten. Ubx5 war im Gegensatz zu den anderen UBX-
Proteinen nur in den l8slichen Fraktionen zu finden. Mit den Daten der
Immunfluoreszenz ergab sich eine Lokalisation ausschlief3lich im Zellkern.

Aus diesen Analysen kann man mehrere interessante Schluss-
folgerungen ziehen. Erstens scheinen die UBX-Proteine ihre Funktionen an
verschiedenen Organellen bzw. Zellstrukturen auszuiben. Zweitens
Uberlappen sich die Lokalisationen der UBX-Proteine - abgesehen
moglicherweise von Ubx3 - mit der von Cdc48, welches in Immun-
fluoreszenzen hauptsachlich an der Kernmembran/ER und im Zellkern
gefunden wurde (Latterich et al., 1995; Madeo et al., 1998). Im Unterschied zu
Shpl war Cdc48 jedoch auch mit kleineren Membranstrukturen assoziiert
(Abb. 10b), die den punktartigen Strukturen des Ubx3-Signals in der
Immunfluoreszenz entsprechen konnten. Drittens zeigen die UBX-Proteine mit
Ausnahme von Ubx4 eine eingeschréanktere Lokalisation im Vergleich zu
Cdc48, beispielsweise Ubx2 und Ubx7 nur an der Kernmembran/ER oder
Ubx5 im Zellkern. Dies unterstreicht die mogliche Bedeutung der UBX-
Proteine als Funktions-spezifizierende Kofaktoren fur Cdc48. Ufdl als
Hauptadaptor fur den Cdc48-vermittelten Proteinabbau lokalisierte hingegen

vollstandig tberlappend mit Cdc48 im Zellkern und an der Kernmembran
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(Rape et al., 2001), und wurde ebenfalls in allen Fraktionen detektiert
(Abb. 10b).

3.1.4Phanotypen von Aubx Nullmutanten

Um die Bedeutung der einzelnen UBX-Proteine fur die Hefezellen zu
untersuchen, wurden Deletionsmutanten je eines UBX-Gens hergestellt und
phénotypisch charakterisiert. Alle sieben Aubx Mutanten sind lebensfahig. Bei
Wachstumstests auf YPD-Platten unter verschiedenen Stressbedingungen
zeigten Aubx3, Aubx5, Aubx6 und Aubx7 Stamme keine Unterschiede zum
Wildtyp, fur Ashpl, Aubx2 und Aubx4 Mutanten waren allerdings Effekte zu
beobachten (Abb. 11a). Der Ashpl Stamm zeigte ein verlangsamtes
Wachstum und die Zellen waren sensitiv gegenuber allen getesteten
Stressbedingungen. Fir Aubx2 Zellen konnte man eine Sensitivitat gegentber
Cadmium, Cycloheximid und dem Aminosaureanalog p-Fluorophenylalanin im
Medium feststellen, sowie einen leichten ts(temperatur-sensitiven)-Phanotyp.
Dieser war besonders bei frisch konstruierten Aubx2 Stammen zu beobachten
und wurde von Generation zu Generation schwécher (vgl. auch mit Abb. 14).
Aubx4 Zellen waren sensitiv gegenuber Cycloheximid. Dieser Defekt hing
interessanterweise nicht von der Menge an freiem Ubiquitin ab, wie dies fir
Aufd3 Stamme und Mutanten des Deubiquitinierungsenzyms Ubp6 gefunden
wurde (Hanna et al.,, 2003; Rumpf und Jentsch, 2006). Eine verstarkte,
ektopische Ubiquitin-Expression konnte die Sensitivitat der Aubx4 Mutante
nicht retten (Daten nicht gezeigt).

Abgesehen von den direkt an der Stressantwort beteiligten Genen
zeigen besonders Mutanten des Ubiquitin/Proteasom-Systems beeintrach-
tigtes Wachstum bei Bedingungen wie erhéhter Temperatur oder Zugabe von
Aminosaure-Analoga zum Medium, die zu einer erh6hten Menge an falsch
gefalteten Proteinen fuhren (Finley et al., 1987; Seufert und Jentsch, 1990).
Maglicherweise weisen die beobachteten Sensitivitaten von Ashpl und Aubx2

Stammen also auf eine Beteiligung von Shpl und Ubx2 am Proteinabbau hin.
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Abb. 11: Phéanotypen von Aubx Nullmutanten und genetische Interaktion von SHP1 und
UBX2. a. Wachstum der Nullmutanten unter Stressbedingungen. Die angegebenen
Hefestamme wurden in serieller Verdiinnung auf YPD- und SD-Platten mit oder ohne Zusatze
ausplattiert und fur 3-4 Tage bei 30 °C oder der angegebenen Temperatur inkubiert.
b.AshplAubx2 Doppelmutanten sind nicht lebensfahig. Nach einer Kreuzung der
Einzelmutanten sind chromosomal deletierte AshpIAubx2 Stamme nur dann lebensféhig,
wenn sie ein Shpl oder Ubx2 exprimierendes Plasmid enthalten. Bei Selektion gegen das
Ura-Plasmid auf 5-FOA-Platten kbnnen die Zellen nicht mehr wachsen.

Um genetische Interaktionen zu testen, wurden verschiedene
Doppelmutanten von UBX-Genen hergestellt. Viele der konstruierten
Hefestamme waren lebensfahig (Daten nicht gezeigt): alle Aubx2 Mutanten in
Kombination mit Nullmutanten der Gene UBX3 bis UBX7, sowie die
Doppelmutanten AshplAubx6, AshplAubx7, Aubx3Aubx5, Aubx3Aubx7,
Aubx4Aubx5, Aubx4Aubx6, Aubx4Aubx7 und Aubx5Aubx?.

Die Deletion von SHP1 in Verbindung mit UBXZ2 ist jedoch synthetisch
letal. AshpIAubx2 Stamme konnten nur konstruiert werden, wenn Shpl oder
Ubx2 extra-chromosomal von einem Plasmid exprimiert wurde. Bei Selektion
gegen das Plasmid auf 5-FOA-Platten war die Doppelmutante nicht mehr
lebensfahig (Abb. 11b). Daraus lasst sich folgern, dass Shpl und Ubx2 in
unterschiedlichen Cdc48-abhéngigen Prozessen wirken, was auch durch die
Interaktionsdaten nahe gelegt wurde (Abschnitt 3.1.2). Zudem scheinen Shpl

und Ubx2, auch aufgrund der Phanotypen der Einzelmutanten, eine grol3ere
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Bedeutung fur die Lebensfahigkeit der Zellen zu besitzen als andere UBX-
Proteine.

Die Daten zur allgemeinen Charakterisierung der UBX-Proteine sind in
Tabellel zusammengefasst. Neben der Cdc48-Interaktion, der Zuordnung zu
bestimmten Cdc48-Komplexen und den Analysen zur subzellularen
Lokalisation wurden Hinweise fir Funktionen von - zumindest einigen - UBX-
Proteinen beim Proteinabbau gefunden. Besonders die UBX-Proteine mit

einer UBA-Domane sollten in dieser Hinsicht nun genauer untersucht werden.

Tabelle 1: Zusammenfassung der Charakterisierung der UBX-Proteine von
Saccharomyces cerevisiae

Cdc485"* | Cdc4glrathri4 Lokalisation Nullmutanten-
-Bindung -Bindung Phanotyp
Shpl +a - Zellkern, Kernmembran/ER;| cs, ts, Cd-, CHX-, EtOH-
[6slich und P20 p-Fluorophe-sensitiv
Ubx2 - + Kernmembran/ER; Cd-, CHX-,
P20 p-Fluorophe-sensitiv
Ubx3 - + Vesikel (?); P20 und P100 kein Phanotyp®
Ubx4 - - Zellkern, Kernmembran/ER,; CHX-sensitiv

I6slich, P20, P100

Ubx5 - + Zellkern, 16slich kein Phanotyp®

Ubx6 + - Kernmembran/ER, kein Phanotyp®
P20 und P100

Ubx7 + - Kernmembran/ER; P20 kein Phanotyp®

@ Das Plus bezieht sich auf die beschriebene Homo-Oligomerisierung von p47, sowie fur
Shpl auf die Interaktion mit sich selbst im Hefe-Zwei-Hybrid Experiment (Daten nicht
gezeigt).

® Kein sichtbarer Phanotyp unter den getesteten Bedingungen.
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3.2. UBA/UBX-Proteine besitzen Funktionen in Cdc48-

vermittelten Proteinabbauwegen

3.2.1UBX-Proteine mit UBA-Doméne

Als UBX-Proteine mit “Ubiquitin-associated” (UBA)-Domane waren aus
Saccharomyces cerevisiae Shpl und Ubx5 identifiziert worden (Suyama et
al., 2000; Buchberger et al., 2001). Eine PSI-BLAST Suche mit der Sequenz
der UBA-Doméne von Shpl ergab, dass auch Ubx2 und dessen Homologe
eine N-terminale UBA-Doméane enthalten (Abb. 12). Die abgeleitete
Konsensus-Sequenz zeigte im Vergleich zu den UBA-Domé&nen von Rad23
einige Unterschiede, weswegen die UBA-Doménen der UBX-Proteine in eine

Untergruppe der “varianten” UBA-Domé&nen zusammengefasst wurden.
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Abb. 12: UBX-Proteine mit einer varianten UBA-Domaéane. Der Sequenzvergleich zeigt eine
Auswahl an UBA-Doménen aus UBX-Doméanen-Proteinen verschiedener Spezies, die bei
einer PSI-BLAST Suche mit der UBA-Doméane von Shpl identifiziert wurden. Zum Vergleich
mit der Konsensus-Sequenz der varianten UBA-Doméane sind die Abfolgen der
Aminosaurereste der beiden UBA-Doméanen von humanem Rad23 (HHR23A und HHR23B)
sowie der verwandten CUE-Doméne von Cue2 angegeben. Die Aminosaurereste wurden
nach Taylor farbig markiert. Weiterhin sind unterhalb des Sequenzvergleichs die
charakteristischen Sekundarstruktur-Elemente aus bereits bekannten UBA-Domaénen
Strukturen eingezeichnet. Abkiirzungen: Sc, Saccharomyces cerevisiae; At, Arabidopsis
thaliana; Dm, Drosophila melanogaster, Rn, Rattus norvegicus; Sp Schizosaccharomyces
pombe; Ce, Caenorhabditis elegans, Hs, Homo sapiens; Kl, Kluyveromyces lactis; Ca,
Candida albicans; Mg, Magnaporthe grisea; Nc, Neurospora crassa.

Fur das Shpl-Orthologe p47 wurde die Bindung an Ubiquitin Uber die
UBA-Domaéne direkt gezeigt (Meyer et al., 2002). Um die Funktionalitat der
UBA-Doménen von Shpl, Ubx2 und Ubx5 zu uberprifen, wurden im Hefe-

Zwei-Hybrid System Bindungsstudien mit linearen Ubiquitin-Fusions-
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konstrukten durchgefiihrt (Abb. 13a). In allen Féallen war eine Interaktion der
jeweiligen UBA-Domé&ne mit dem 4xUb-Konstukt zu beobachten, die UBA-
Doméane von Ubx2 interagierte auch mit dem kirzeren 2xUb-Konstrukt. Die
Bindung der UBA-Doméane von Shpl an eher langere Ubiquitinketten steht
zwar im Widerspruch zu der fiur p47 vorgeschlagenen Praferenz der Mono-
Ubiquitin-Bindung (Meyer et al., 2002), allerdings erschweren die unter-
schiedlichen Versuchssysteme einen konkreten Vergleich der Ergebnisse. Auf
jeden Fall kbnnen die UBA-Domé&nen von Shpl, Ubx2 und Ubx5 aber klar als
Ubiquitin-bindend bezeichnet werden.

Um die Volllangen-Proteine auf ihre Fahigkeit zur Bindung ubiquitinierter
Proteine in vivo zu testen, wurden Immunprazipitationsexperimente mit
Shp1"™, Ubx2"™ und Ubx5" exprimierenden Stammen durchgefiihrt und die
Prazipitate anschlie3end mit einem anti-Ubiquitin Antikdrper analysiert. Der in
Ansatzen mit Shp1™ und Ubx2™ stark immunreaktive “Schmier” im Bereich
der Molekulargewichte von 75 kDa und grof3er deutete auf eine Bindung von
Ubiquitinkonjugaten durch Shpl und Ubx2 hin (Abb. 13b). Fur Ubx5" war das
Signal zwar weniger stark, moéglicherweise aufgrund der geringeren Menge an
prazipitiertem Ubx5, trotzdem aber spezifisch vorhanden.

Um auszuschlieen, dass es sich bei dem detektierten Ubiquitin-
“Schmier” nur um ubiquitinerte Formen der geféllten UBX-Proteine handelte -
die allerdings im anti-HA Immunblot nicht zu detektieren gewesen waren
(nicht gezeigt) - wurden weitere Experimente mit Stammen durchgefihrt, die
zuséatzlich N-terminal Myc-epitopmarkiertes Ubiquitin exprimierten. In diesen
Anséatzen wurden Ubiquitinkonjugate mittels anti-myc Antikbrper aus
Zelllysaten immunprazipitiert und auf die Anwesenheit von Shp1™, Ubx2™
und Ubx5™ getestet (Abb. 13c-e). Die klare Koprazipitation der
unmodifizierten UBX-Proteine belegt deren Affinitat fur ubiquitinierte Proteine

in vivo.
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Abb. 13: Ubiquitin-Interaktionen von varianten UBA-Doménen und UBA/UBX-Proteinen.
a. Hefe-Zwei-Hybrid Experimente mit isolierten UBA-Doménen von Shpl, Ubx2 und Ubx5
und Konstrukten mit zwei oder vier linear aneinander fusionierten Ubiquitinresten. In allen
Ubiquitin-Einheiten wurden die Lysine K29, K48 und K63 zu Arginin mutiert, sowie die
C-terminalen Glycinreste zu Valin mutiert bzw. im letzten Ubiquitinrest deletiert, um die
Ausbildung von Ubiquitinketten zu unterbinden. b. Ko-Immunprazipitationsexperimente mit
3HA-epitopmarkiertem Shpl, Ubx2 und Ubx5. Die UBX-Proteine wurden durch anti-HA
Antikdrper aus Zelllysaten der entsprechenden Stamme geféllt und die Préazipitate im
anit-Ubiquitin Immunblot untersucht. c-e. Die in b verwendeten Stamme wurden mit einem
Myc-epitopmarkiertem Ubiquitinkonstrukt transformiert und "WUbiquitinkonjugate durch
anti-Myc Antikdrper aus Lysaten der angegebenen Stdmmen isoliert. AnschlieRend wurde die
Anwesenheit der UBX-Proteine im anti-HA Immunblot getestet.
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3.2.2Shpl und Ubx2 sind am Proteinabbau beteiligt

Aufgrund der Molekulargewichte der koprazipitierten Ubiquitinkonjugate ist
von einer Bindung von Shpl und Ubx2 auch an multi-ubiquitinierte Proteine
auszugehen (Abb. 13). Dies lasst eine Beteiligung dieser UBX-Proteine am
Proteinabbau vermuten, da langere Ubiquitinketten ein modifiziertes Protein in
der Regel fur den proteasomalen Abbau markieren. Zudem gab die geringere
Toleranz der Nullmutanten gegenuber Stressbedingungen, die zu erh6hten
Mengen von falsch gefalteten Proteinen fihren, bereits Hinweise auf
Funktionen beim Proteinabbau (Abschnitt 3.1.4 und Abb. 14a). Ashpl und
Aubx2 Mutanten zeigten aullerdem stark synthetische Phé&notypen in
Kombination mit Mutanten der proteasomalen Untereinheit Rpn10, welche
sowohl fir die Assemblierung des 26S Proteasom-Komplexes, als auch fur
die Rekrutierung von Substraten wichtig ist (Deveraux et al., 1994; Verma et
al., 2004). AshplArpn10 Stamme wuchsen bereits unter normalen
Bedingungen aul3erst langsam (Abb. 14a, YPD-Platte), Aubx2Arpnl10
Mutanten tolerierten von den Stressbedingungen nur die erhdhte Temperatur,
allerdings deutlich weniger gut als die Einzelmutanten (Abb. 14a). Die
genetischen Interaktionen mit RPN10 deuten ebenfalls auf eine Rolle von
SHP1 und UBXZ2 beim proteasomalen Proteinabbau hin.

Um eine direkte Verbindung von Shpl und Ubx2 zum Proteinabbau zu
testen, wurden Ko-Immunprazipitationsexperimente mit dem Modellsubstrat
Ubiquitin-Prolin-gGalaktosidase (Ub-P-pGal) des “Ubiquitin-Fusion-
Degradation” (UFD)-Abbauweges durchgefihrt. Dieses Konstrukt besteht aus
einer Ubiquitin-Einheit, die linear an den N-Terminus der bakteriellen
pGalaktosidase fusioniert wurde (Bachmair et al., 1986). Aufgrund des
eingefligten Prolinrestes am C-Terminus kann der normalerweise schnell
prozessierte Ubiquitin-Anteil nur langsam durch Ubiquitin-Hydrolasen
abgespalten werden. Das exprimierte “mono-ubiquitinierte” Fusionsprotein
wird in der Folge rasch multi-ubiquitiniert und proteasomal abgebaut, wofur
neben den UFD-Proteinen auch Cdc48 und Npl4 bendtigt werden (Johnson et
al., 1995; Ghislain et al., 1996; Rape et al., 2001).
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Abb. 14: Shp1 und Ubx2 zeigen Verbindungen zum proteasomalen Abbau a. Genetische
Interaktionen von SHP1 und UBX2 mit RPN10. Serielle Verdinnungen der angegebenen
Stdmme wurden auf YPD- und SD-Platten mit oder ohne Zusatze ausplattiert und fiir 3 Tage
bei 30 °C bzw. 37 °C inkubiert. b. Ko-Immunprazipitationsexperimente mit chromosomal 3HA-
epitopmarkiertem Shpl und Ubx2. Die UBX-Proteine wurden durch anti-HA-Antikdrper aus
Lysaten von Ub-P-fGal exprimierenden Hefestimmen gefallt und die Prézipitate im anti- pGal
und anti-HA Immunoblot (IB) analysiert. Ig: Kontroll-Prazipitation mit unspezifischen
Antikorpern. Die Pfeilkbpfe markieren unspezifische Banden im anti-HA Immunblot c. Shpl
und Ubx2 interagieren wie Cdc48 nur mit ubiquitiniertem bzw. fiir den Abbau vorgesehenen
pGal. M-pGal bzw. Ub-P-fGal wurden durch anti-pGal Antikérper aus Wildtyp Zelllysaten
prazipitiert und auf die Anwesenheit von Shpl, Ubx2 und Cdc48 im entsprechenden
Immunblot untersucht. b, c. Der Input zeigt jeweils 1% der eingesetzten Proteinmenge, SK
markiert die Schwerkette des Antikorpers. Die Sternchen kennzeichnen ein stabiles,
charakteristische Abbauprodukt von Ub-P-pGal.

In Immunprazipitationsexperimenten mit HA-epitopmarkiertem Shpl und
Ubx2 konnte Ub-P-gGal im Prazipitat detektiert werden (Abb. 14b), zusatzlich
sind schwach multi-ubiquitinierte Spezies zu erkennen. Wurde andererseits
mittels anti-pGal Antikorper das Ub-P-fGal Substrat aus Zelllysaten gefallt,
konnten sowohl Shp1l als auch Ubx2 kopréazipitiert werden (Abb. 14c). Dabei
sind im Immunblot gegen pGalaktosidase ebenfalls neben dem “Mono-
ubiquitinierten” Konstrukt wieder mehrfach Ubiquitin-modifizierte Formen zu
erkennen. Das als Negativkontrolle verwendete Ub-M-pfGal Konstrukt wird
dagegen kotranslational zu stabilem M-fGal prozessiert (Bachmair et al.,

1986) und als solches unmodifiziert aus den Lysaten prazipitiert (Abb. 14c). In
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diesen Ansatzen war weder Shpl noch Ubx2 nachweisbar, die Interaktion
erfolgte also spezifisch mit dem Ubiquitin-modifizierten fGal-Konstrukt. Dies
zeigt, dass Shpl und Ubx2 nicht nur generell mit Ubiquitinkonjugaten
interagieren kbénnen (Abschnitt 3.2.1, Abb. 14), sondern auch an ubiquitinierte
Proteine binden, die speziell fir den proteasomalen Abbau bestimmt sind.

Um eine mogliche Beteiligung von Shpl und Ubx2 beim Abbau des
Ub-P-Gal Substrates zu priufen, wurden “Pulse chase” Experimente
durchgefiuihrt: die Menge an *S-markiertem Ub-P-BGal wurde Uber einen
Zeitraum von 30 Minuten in Ashpl und Aubx2 Nullmutanten analysiert. Im
Vergleich zum Wildtyp war in beiden Stammen sowohl die Ub-P-gGal Form
als auch die starker ubiquitinierten Spezies stabilisiert (Abb. 15a). Der Abbau
war allerdings im Unterschied zu einer klassischen UFD-Mutante wie ufd1-2
nicht vollstandig blockiert, sondern nur verlangsamt. Es war sowohl die
Abnahme der Ub-P-Gal-Menge als auch das Auftreten eines
charakteristischen Abbau-Zwischenproduktes (Abb. 15a, mit Sternchen
markiert) zu beobachten. Eine Quantifizierung der Ergebnisse ergab eine
Erhohung der Ub-P-gGal Halbwertszeit von 9 Minuten auf tber 20 Minuten in
Ashpl und Aubx2 Zellen. Um die Spezifitdt dieser Effekte zu Uberprufen,
wurden Kontrollexperimente mit einem kurzlebigen Substrat des “N-end rule”-
Proteinabbauweges durchgefiihrt, R-pGal. Dieses Konstrukt wird ebenfalls als
Ub-R-gGal Fusion exprimiert, dann aber rasch zu R-gGal prozessiert und mit
einer Halbwertszeit von wenigen Minuten uber das Ubiquitin/Proteasom-
System abgebaut (Bachmair et al., 1986). Im Gegensatz zu Ub-P-gGal
verlauft der Abbau dabei unabhangig von Cdc48 (Ghislain et al., 1996). Ashp1
und Aubx2 Mutanten zeigten keine signifikanten Unterschiede in der Abbau-
Rate von R-pfGal im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 15b), damit kdnnen fir diese
Stamme allgemeine Defekte beim proteasomalen Abbau ausgeschlossen
werden. Die Stabilisierung von Ub-P-gGal deutet also auf eine spezifische

Funktion von Shpl und Ubx2 im Cdc48-vermittelten Proteinabbau hin.
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Abb. 15: Shpl und Ubx2 werden fur den effizienten Abbau von Ub-P-gGal bendétigt.
a. “Pulse chase” Experimente zur Stabilitdt von Ub-P-fGal in Wildtyp, Ashpl, Aubx2 und
ufd1-2 Mutanten. **S markiertes Ub-P-pGal wurde nach Zugabe nichtradioaktiven Methionins
und dem Translations-Inhibitor Cycloheximid zu verschiedenen Zeitpunkten mittels anti-pGal
Antikérper aus Zelllysaten der angegebenen Stamme geféllt. Nach der denaturierenden Gel-
elektrophorese wurden die Mengen des prazipitierten Ub-P-fGal im Autoradiogramm
analysiert und mit einem Phospho-Imager quantifiziert. b. “Pulse chase” Analysen zur
Abbaukinetik des “N-end rule”-Substrates R-fGal in Wildtyp und Ashp1 bzw. Aubx2 Stdmmen
wie unter a beschrieben. a, b. Die Sternchen markieren ein stabiles, fir den Abbau von
pGalaktosidase charakteristisches Zwischenprodukt.

Durch die Interaktion mit dem Ufd1l-enthaltenden Cdc48-Komplex, der
eine essentielle Komponente des UFD-Abbauweges darstellt, ist dies fur
Ubx2 weniger Uberraschend als fir den alternativen Adaptor Shpl, dessen
humanes Ortholog p47 bisher nur Prozessen der homotypischen Membran-
fusion zugeordnet wurde (Kondo et al., 1997; Rabouille et al., 1998; Meyer et
al., 2002). Zudem lasst die vermutete Praferenz von p47 fur Mono-Ubiquitin
(Meyer et al., 2002) ebenfalls auf nicht-degradative Funktionen schlie3en. Die

Ergebnisse zeigen aber, dass zumindest in der untersuchten Situation, bei
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Uberexpression eines kiinstlichen Substrates, Cdc48°"™* Aufgaben beim
Proteinabbau tbernehmen kann. Eine strikte Trennung der Cdc48-Komplexe
fur degradative (Cdc48“™™*) und nicht-degradative Aufgaben (Cdc48%"") ist

somit nicht moglich.

3.3. Ubx2 als neue Komponente des ERAD-

Proteinabbauweges

3.3.1 Aubx2 Mutanten zeigen Defekte im ERAD-Proteinabbauweg

Nach den oben gezeigten Effekten von Ubx2 auf den Abbau eines kinstlichen
Modellsubstrates war nun interessant zu untersuchen, in welchem zelluléaren,
Cdc48-vermittelten Abbauweg Ubx2 eine Funktion austben kénnte. Folgende
Hinweise deuteten dabei auf ER-assoziierte Protein-Degradation
(“Endoplasmic reticulum-associated degradation”, ERAD) hin: die beschrie-
bene Lokalisation von Ubx2 am ER (Abschnitt 3.1.3) und die Sensitivitat der
Nullmutante gegeniber Cadmium (Abschnitt 3.1.4), die auch fur einige
Mutanten des ERAD-Proteinabbauweges (Ubcl, Ubc7, Hrdl, DoalO)
gefunden wurde (Jungmann et al., 1993; Swanson et al., 2001). Zudem wird
fur die Degradation von ERAD-Substraten der Ufd1-Npl4 Adaptor bendtigt
(Bays et al., 2001b; Ye et al., 2001; Braun et al., 2002; Jarosch et al., 2002;
Rabinovich et al., 2002), mit dem sich eine gleichzeitige Bindung von Ubx2 an
Cdc48 nicht ausschliel3t (Abschnitt 3.1.2).

Um eine Beteiligung von Ubx2 an ERAD zu uberprifen, wurden die
Abbau-Kinetiken verschiedener klassischer ERAD-Substrate in Wildtyp und
Aubx2 Stadmmen verglichen. Zunachst wurde der Abbau des lumenalen,
|6slichen Proteins CPY* untersucht, einer mutierten Form der normalerweise
Uiber das ER in die Vakuole sekretierten Carboxypeptidase Y. Das fehl
gefaltete CPY* wird hingegen in Abhangigkeit von der Ubiquitin-Ligase Hrd1l
Uber den ERAD-Abbauweg degradiert (Finger et al., 1993; Deak und Wolf,
2001). In “Pulse chase” Experimenten wurde die Abnahme der Menge an
CPY* in Wildtyp und Aubx2 Mutanten verfolgt (Abb. 16a). Die Aubx2 Mutante
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zeigte dabei eine deutliche Verzégerung des CPY*-Abbaus, die sich in einer

anndhernden Verdopplung der Halbwertszeit bemerkbar machte (Abb. 16a).
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Abb. 16: Aubx2 Stdmme zeigen Defekte beim Abbau von verschiedenen ERAD-
Substraten. a, b. “Pulse chase” Analysen zum Abbau von CPY*" bzw. KSS™ in Wildtyp und
Aubx2 Mutanten. Die mit **S-radioaktiv markierten Substrate wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Zugabe von unmarkiertem Methionin und Cycloheximid mittels anti-HA
Antikorper aus denaturierten Zelllysaten gefallt und im Autoradiogramm analysiert. c. “Shut
off” Experimente zur Stabilitat von ™°Hmg2. Nach Inhibition der Translation durch Zugabe von
Cycloheximid wurden zu den angegebenen Zeitpunkten gleiche Mengen Hefezellen geerntet
und nach Aufschluss im anti-Myc Immunblot analysiert, Shpl diente als Ladekontrolle. Das
Chemilumineszenz-Signal wurde zuséatzlich mit Hilfe einer CCD-Kamera quantifiziert. a-c. Die
Diagramme zeigen die Abnahme der Proteinmenge gemittelt aus drei unabhangigen
Experimenten. Die daraus berechneten Halbwertszeiten (t,,) sind unterhalb der
Autoradiogramme bzw. des Immunblots angegeben.

Als ERAD-Substrat der Doal0 E3-Ligase wurde das membranstandige
Protein KSS verwendet, ein Fusionskonstrukt des mutierten a-Faktor
Transporters Ste6-166 mit einer zusatzlichen lumenalen Domane, das
insgesamt 11 Transmembrandurchgange besitzt (Vashist und Ng, 2004). Der
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Abbau von KSS verlief in Wildtyp Zellen wie erwartet schneller als fur CPY*,
die Aubx2 Zellen zeigten aber wieder eine signifikante Verzégerung bei der
Degradation (Abb. 16b). Als drittes ERAD-Substrat wurde der Abbau des
Enzyms 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl CoA-Reduktase (Hmg2) analysiert,
dessen Menge und damit Aktivitat in der Zelle durch ERAD reguliert wird
(Hampton und Rine, 1994). Hmg2 ist ebenfalls ein ER-membranstandiges
Protein, wird aber im Gegensatz zu KSS durch Hrd1 ubiquitiniert. Dem fur die
“Shut off” Experimente verwendeten Konstrukt fehlt die regulatorische
Domane, es wird daher konstitutiv abgebaut (Hampton et al., 1996). Auch fir
dieses Substrat zeigten Aubx2 Mutanten einen langsameren Abbau als der
Wildtyp (Abb. 16c). Ubx2 ist also fur den Abbau von Substraten aus
unterschiedlichen ERAD-Abbauwegen wichtig und somit eine allgemeine
ERAD-Komponente.

Um die Bedeutung von Ubx2 im ERAD-System noch ausgiebiger zu
testen, wurden weitere Experimente zum Hmg2-Abbau unter
Stressbedingungen durchgefuhrt. Durch die Zugabe von Dithiothreitol (DTT)
zum Medium werden erhéhte Mengen an fehl gefalteten Proteinen im ER
induziert. Hohe Konzentrationen (2 mM DTT) fuhren dabei in Wildtypzellen
aufgrund einer Uberlastung des Systems zur Stabilisierung von ERAD-
Substraten (Travers et al., 2000). Dieser Effekt war bei einer Konzentration
von 100 uM DTT im Medium nicht zu beobachten, die Kinetik des Hmg2
Abbaus im Wildtyp glich der unter normalen Bedingungen (Abb. 17a, b). In
Aubx2 Mutanten fiihrte die Zugabe von DTT allerdings zu einer starkeren
Stabilisierung von Hmg2 im Vergleich zum YPD-Ansatz (Abb. 17a, b). Auch
durch die Erh6hung der Temperatur auf 37 °C wurde in Aubx2 Zellen eine
zusatzliche Verzdgerung beim Abbau induziert, wahrend der Wildtyp
offensichtlich nicht beeintrachtigt war (Abb. 17a, c). Der beobachtete Effekt in
der Aubx2 Mutante ist wahrscheinlich auf eine Akkumulation der durch die
Stressbedingungen induzierten endogenen Substrate zurtickzufuhren, welche
die ERAD-Maschinerie uberlasten und dadurch den Hmg2-Abbau weiter
verzogern. Dies unterstreicht die Wichtigkeit von Ubx2 fur die Effizienz des
ERAD-Systems.
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Abb. 17: Verzdgerung des Hmg2-Abbaus in Aubx2 Stdmmen durch ER-Stress. a-c.
“Shut off” Analysen zum Abbau von ™°Hmg2 in Wildtyp und Aubx2 Mutante unter
Stressbedingungen. Die Stdmme wurden eine Stunde vor Beginn des Experiments in YPD-
Medium mit 100 uM DTT umgeimpft (b) bzw. bei 37 °C (c) inkubiert. Die Proteinmenge von
™Hmg2 zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden im anti-Myc Immunblot analysiert und
das Chemilumineszenz-Signal mit Hilfe einer CCD-Kamera quantifiziert. Die aus den Werten
berechneten Halbwertszeiten fur ™*Hmg2 sind unter den Diagrammen angegeben.

3.3.2Ubx2 rekrutiert den Cdc48"'* Komplex an ERAD-Substrate
Die Zuordnung von Ubx2 zum ERAD-Abbauweg stellte im Folgenden die
Frage nach der molekularen Funktion von Ubx2 in diesem Prozess. Die
gezeigte Ko-Immunprazipitation von Ufd1 in Abschnitt 3.1.2 deutete darauf
hin, dass Ubx2 eine weitere Untereinheit des in ERAD wirkenden Cdc48vNek
Komplexes darstellen konnte. In der Tat kann man durch Immunprazipitation
jeder einzelnen Komponente jeweils den gesamten Cdc48Y" - NP4tb2 Komplex
stabil aus Zellextrakten isolieren (Abb. 18). Ubx2 wirkt also moglicherweise
als Spezifitats-vermittelnder Kofaktor fiir Cdc48Y**"** in ERAD.

Da fiir Cdc48Y"**"*“ gine Bindung an ERAD-Substrate gezeigt wurde (Ye
et al., 2001; Rabinovich et al., 2002; Ye et al., 2003; Elkabetz et al., 2004),
lie3 sich eine Interaktion von Ubx2 mit ERAD-Substraten vermuten, zumal
Ubx2 auch mit dem UFD-Substrat Ub-P-BGal interagieren konnte (Abschnitt
3.2.2). In Ko-Immunprazipitationsexperimenten wurden die ERAD-Substrate
™°Hmg2 und CPY*™ aus Zelllysaten gefallt und die Prazipitate im Immunblot
gegen Ubx2, Cdc48 und Ufd1l untersucht. Sowohl fir das membranstandige
Hmg2 als auch fir das lésliche CPY* konnte eine Bindung von Ubx2

nachgewiesen werden (Abb. 19a, b). Wie erwartet, wurden auch Cdc48 und
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Ufdl mit den Substraten koprazipitiert. Uberraschenderweise ging die
Bindung von Cdc48 und Ufdl verloren, wenn die Experimente in Aubx2
Stammen durchgefuhrt wurden (Abb. 19a, b). Offensichtlich wird Ubx2 flr
eine stabile Interaktion des Cdc48™"* Komplexes mit ERAD-Substraten

bendtigt.
b
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Abb. 18: Ubx2 bildet einen stabilen Komplex mit Cdc48Y™"“ a.d. Ko-Immun-
prazipitationsexperimente in Hefestdmmen mit 3HA-epitopmarkiertem Ubx2 (a) oder 3Myc-
epitopmarkiertem Npl4 (b-d). Ubx2™, Cd48, Ufdl oder Npl4™°® wurde durch den
entsprechenden Antikorper aus Zelllysaten geféllt und das Prazipitat im Immunblot auf die
Anwesenheit der einzelnen Komplex-Komponenten untersucht. Als zusatzliche Kontrolle
wurde im Npl4™¢-Experiment (c) mit einem anti-Dpm1 Antikérper auf die Anwesenheit von
Bestandteilen der ER-Membran im Prazipitat getestet.

Um den Einfluss der einzelnen Komponenten auf die Hmg2-Bindung
genauer zu untersuchen, wurden Ko-Immunprazipitationsexperimente parallel
in Wildtyp, Aubx2 Mutanten und den konditionalen Mutanten ufd1-2 und
cdc48-6 bei nicht-permissiver Temperatur durchgefuhrt. Als zusatzliche
Negativkontrolle wurde aul3erdem in einem Ansatz ein stabiles, integrales ER-

Membranprotein geféllt (Dpm1), das kein Substrat fir den ERAD-Abbauweg
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ist. Im Dpm1l-Prazipitat war kein Ubx2, Cdc48 oder Ufdl nachweisbar
(Abb. 19c¢). Im Ansatz mit gefalltem Hmg2 aus Wildtyp Zellen waren hingegen
wieder Ubx2, Cdc48 und Ufd1l nachweisbar. Ubx2 interagierte auch in ufd1-2

Mutanten stabil mit dem Substrat, Cdc48 wurde allerdings nicht kopréazipitiert.
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Abb. 19: Ubx2 interagiert mit ERAD-Substraten und rekrutiert den Cdc4g8vlNe4
Komplex. a-c. Ko-Immunprazipitationsexperimente mit CPY*"* oder ™°Hmg2 exprimierenden
Hefestammen. a, b. CPY** oder ™°Hmg2 wurden durch anti-HA bzw. anti-Myc Antikérper
aus Zelllysaten von Wildtyp oder Aubx2 Stammen gefallt und das Prazipitat im Immunblot auf
Ubx2, Cdc48 und Ufdl getestet. Zur Kontrolle wurde in a mit einem anti-Dpm1 Antikdrper
Uberpriift, ob ER-Membranbestandteile mitgeféllt wurden. LK zeigt in a die Leichtkette des
Antikérpers an c. Nach Inkubation fir 3 Stunden bei 37 °C wurden ™*Hmg2 exprimierende
Wildtyp und Mutanten Stdmme lysiert und mittels anti-Myc oder anti-Dpm1 Antikdrper das
entsprechende Protein aus den Zelllysaten geféllt. AnschlieBend wurde das Préazipitat im
Immunblot auf die Anwesenheit der angegebenen Proteine untersucht.
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Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der essentiellen Funktion des
Ufd1-Npl4-Adaptors fur die Bindung von Cdc48 an Ubiquitinkonjugate in vivo
(Richly et al., 2005), Ubx2 alleine reicht fur eine Rekrutierung offensichtlich
nicht aus. In cdc48-6 Stammen war bei der restriktiven Temperatur eine
Akkumulation von Ubx2, Ufd1l und Cdc48 an Hmg2 zu beobachten. Mdgliche
Ursache dafir konnte ein funktionell gestorter ATPase-Zyklus des mutierten
Cdc48 sein, der zu einer langeren Verweildauer des gesamten Komplexes am
Substrat fuhrt. Insgesamt zeigen diese Daten, dass Ubx2 flir eine Bindung
von Ufd1l und Cdc48 an Hmg2 notwendig, aber nicht hinreichend ist. Fur die
Cdc48-Rekrutierung wird neben Ubx2 auch Ufdl bendtigt. Da die Interaktion
von Ubx2 mit Hmg2 unabhangig von Ufd1l und Cdc48 erfolgen kann, kdnnte
sie beim ERAD-Prozess bereits vor der Bindung von Cdc48Y™ ™" an das

Substrat stattfinden.

3.3.3UDbx2 rekrutiert den Cdc48Y"*"* Komplex an Komponenten des
ERAD-Systems und an das ER

Die oben gezeigte Bindung an ERAD-Substrate warf die Frage auf, ob Ubx2
und Cdc48Y™NP“ guch mit einigen der Komponenten des ERAD-Systems
assoziiert sein kdnnten. Durch Immunprazipitation wurden HA-epitopmarkierte
Versionen der beiden in ERAD involvierten E3 Ubiquitin-Ligasen, Hrd1 und
Doal0, aus Zelllysaten gefallt. Tatsachlich konnten Ubx2, Ufd1 und Cdc48 mit
beiden Proteinen koisoliert werden und wiederum waren bei Experimenten mit
Aubx2 Nullmutanten Cdc48 und Ufd1l in den Préazipitaten nicht bzw. kaum
nachweisbar (Abb. 20a, b). Ubx2 ist also auch fur eine stabile Interaktion des
Cdc48Y" P Komplexes mit den E3-Ligasen essentiell.

Weiterhin sollte eine Bindung des Cdc48-Komplexes an Bestandteile der
fur ERAD benotigten ER-Membranpore untersucht werden. Kirzlich wurde
das humane Protein Derlin-1 als mogliche Komponente fir den retrograden
Transport von ERAD-Substraten vorgeschlagen (Lilley und Ploegh, 2004; Ye
et al., 2004). Das zu Derlin-1 homologe Protein der Hefe, Derl, wurde bereits
als ERAD-Faktor fiur lumenale Substrate beschrieben, die genaue Funktion

wéahrend des Abbaus ist allerdings noch nicht geklart (Knop et al., 1996). In
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Hefen existiert aulRerdem ein Derl-ahnliches Protein, Dfm1, das ebenfalls in
der ER-Membran lokalisiert (Hitt und Wolf, 2004).
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Abb. 20: Ubx2 interagiert mit ERAD E3 Ubiquitin-Ligasen und putativen Bestandteilen
der Dislokationspore. a-d. Ko-Immunprazipitationsexperimente mit Hrd1", Doal0"*
Der1™° oder Dfm1™ exprimierenden Hefestammen. Die entsprechenden Proteine wurden
durch anti-HA bzw. anti-Myc Antikérper aus Zelllysaten von Wildtyp oder Aubx2 Stdmmen
gefallt und das Prazipitat im Immunblot auf Ubx2, Cdc48 und Ufdl getestet. Zur Kontrolle
wurde in a und ¢ mit einem anti-Dpm1 Antikdrper Uberprift, ob ER-Membranbestandteile
mitgefallt wurden. Bei sehr langer Exposition (a) lasst sich ein unspezifisches Signal in allen
Ansétzen detektieren. Die Sternchen in b, ¢ und d markieren eine kreuzreaktive Bande des
anit-Ubx2 Antikorpers. LK zeigt in a und c die Leichtkette des Antikdrpers an.
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In Ko-Immunpréazipitationsexperimenten interagierten beide Proteine mit
Ubx2 und Cdc48, und Derl auch mit Ufd1 (Abb. 21c, d). Im Fall von Derl war
aulRerdem wieder eine Ubx2-Abhangigkeit der Bindung von Cdc48 und Ufd1l
zu beobachten. Dfm1 hingegen zeigte keine Bindung von Ufd1l, und Cdc48
wurde auch in Aubx2 Zellen zu einem gewissen Grad koprazipitiert. Letzteres
ist wahrscheinlich auf ein Aminoséaure-Motiv in Dfm1 zurlickzufuhren, das als
Cdc48-Bindestelle in Ufd1 und Shpl (BSII) identifiziert wurde (Bruderer et al.,
2004; Hitt und Wolf, 2004). Die Interaktion mit Cdc48 in Aubx2 Mutanten
deutet auf die Funktionalitat dieses Motivs in Dfm1 hin. Ubx2 rekrutiert also
den Cdc48Y"™* Komplex nicht nur an ERAD-Substrate, sondern auch an
Komponenten der Ubiquitinierungs- und Translokations-Maschinerie, die fur
den ERAD-Proteinabbauweg benotigt werden.

Weiterhin wurde der Einfluss von Ubx2 auf die ER-Lokalisation von
Cdc48 und Ufd1 allgemein untersucht. Bei Fraktionierungs-Experimenten mit
Wildtyp Zelllysaten waren ungefahr 5 bis 10% der Gesamtmenge von Cdc48
bzw. Ufd1l in der 20 000 g Pellet-Fraktion zu finden, welche das ER beinhaltet
(Abschnitt 3.1.3, Abb. 21a). In Aubx2 Mutanten war dieser Anteil signifikant
reduziert auf 40% der Menge an Ufd1l bzw. 60% an Cdc48 in der Wildtyp ER-
Fraktion (Abb. 21a). Durch Transformation des Aubx2 Stammes mit einem
Ubx2 exprimierenden Plasmid geringer Kopienzahl konnte der Effekt
zumindest fur Ufd1l wieder aufgehoben werden (Abb. 21b). Der geringere
Einfluss von Ubx2 auf die Lokalisation von Cdc48 im Vergleich zu Ufd1 ist
maoglicherweise auf die Existenz weiterer Cdc48-bindender ER-
Membranproteine wie Dfm1 oder Shpl zurtckzufuhren, die flr eine gré3ere
Variabilitat der Menge an ER-assoziiertem Cdc48 sorgen kdnnten. Bei
Uberexpression von Ubx2 war dagegen eine verstarkte Membran-Assoziation
von sowohl Ufd1 als auch Cdc48 festzustellen (Abb. 21b).

Somit ist Ubx2 ein ER-Membrananker fur Cdc48Y™ ™" in der Zelle.
Dabei beinhalten die beobachteten Ubx2-Effekte auf die Membranlokalisation
des Cdc48-Komplexes wahrscheinlich auch die Rekrutierung von

Cdc48Y"N*" an endogene Komponenten der ERAD-Maschinerie.
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Abb. 21: Ubx2 rekrutiert Cdc48"“*"*'* an die ER-Membran. a. Die ER-Membran-Fraktionen
wurden aus Zelllysaten von Wildtyp und Aubx2 Stdmmen durch Zentrifugation isoliert. Gleiche
Mengen an Gesamtlysat (T), Prazipitat (P) und Islichem Uberstand (S) wurden im Immunblot
auf die Anteile an Cdc48, Ubx2 und Ufd1 in den Fraktionen getestet. AuRerdem wurde mittels
anti-Dpm1 Antikdrper Uberpruft, ob die ER-Membran-Fraktion vollstandig von der l8slichen
Fraktion abgetrennt wurde. b. Einfluss der Ubx2-Menge auf die Membran-Assoziation von
Ufdl und Cdc48. ER-Membran-Fraktionen wurden isoliert aus Aubx2 Stammen, die UBX2
exprimierende Plasmide in geringer (YC-UBX2) oder hoher Kopienzahl (YE-UBX2) enthielten,
bzw. als Kontrolle mit einem Ausgangsplasmid transformiert worden waren (YE-leer). Zur
Verdeutlichung der Unterschiede wurde die doppelte Menge des Prazipitats (P) im Vergleich
zu Gesamtlysat (T) und l6slichem Uberstand (S) im Immunblot mit den angegebenen
Antikérpern analysiert. a, b. Die Chemilumineszenz-Signale wurden mittels CCD-Kamera
guantifiziert und die Mengen von Ufd1l und Cdc48 in den prazipitierten Fraktionen Immunblots
im Vergleich zu den Dpml Levels bestimmt. Die Diagramme zeigen die Mittelwerte und
Standardabweichungen der prozentualen Veranderungen der Ufd1l- und Cdc48-Mengen in
der Aubx2 Mutante (a, b: YC-leer) bzw. bei verstarkter Expression von Ubx2 (YE-UBX2) im
Vergleich zum Wildtyp (a, b: YC-UBX2).
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3.3.4Die Rolle der UBX-Domane von Ubx2 in ERAD

Um weitere Details Uber die Funktionsweise von Ubx2 in ERAD zu erhalten,
wurde dessen Membran-Assoziation genauer untersucht. Die Lokalisation am
ER wurde bereits durch die Kofarbung mit anti-Sec61 Antikérpern in der
Immunfluoreszenz und der Kofraktionierung mit dem integralen ER-
Membranprotein Dpm1 gezeigt (Abschnitt 3.1.3). Zudem liel3 die Funktion als
Rekrutierungsfaktor fir Cdc48 und Ufdl an Komponenten des ERAD-
Abbauweges und das ER allgemein eine stabile Verankerung von Ubx2 in der

ER-Membran vermuten.
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Abb. 22: Ubx2 ist ein integrales Membranprotein, die UBA- und die UBX-Doméne liegen
im Zytoplasma. a. Hydropathie-Plot und Topologie-Vorhersage fur Ubx2. Der Toppred-
Algorithmus (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/toppred.html) gibt zwei mdgliche
Transmembran-Segmente zwischen den Aminosaureresten 81 und 101 bzw. 152 und 172 mit
geringer (Untere Grenze) bzw. hoher Wahrscheinlichkeit (Obere Grenze) an. b. Membran-
Assoziation von Ubx2 im Vergleich zum integralen ER-Membranprotein Dpm1. Die Membran-
Fraktion des 20 000 g Prazipitats wurden mit Lysepuffer, Hochsalzpuffer (0.6 M NacCl),
Karbonatpuffer (0.2 M Na,CO,) oder Puffer mit unterschiedlicher Detergenz-Konzentrationen
(0.1% bzw. 1.0% Triton X-100) resuspendiert und erneut durch Zentrifugation in Pellet (P)
und Iéslichen Uberstand (S) aufgetrennt. AnschlieBend wurden Ubx2 und Dpm1 im Immun-
blot detektiert. c. Schematische Darstellung von Ubx2 in der ER-Membran. d. Die UBA- und
die UBX-Doméne von Ubx2 sind Protease-sensitiv im “Protease protection” Experiment.
Gesamtzelllysat wurde mit Proteinase K in An- oder Abwesenheit von 1.0% Triton X-100
inkubiert und anschlieRend im Immunblot mit Antikdrpern gegen die UBA- (Ubx2-N) bzw.
UBX-Domane von Ubx2 (Ubx2-C), sowie gegen das lumenale ER-Protein Kar2 analysiert.
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Tatsachlich sind in der Aminosaureabfolge zwei stark hydrophobe
Bereiche in Ubx2 zu finden, die auf mégliche Transmembrandomanen
hindeuten (Abb. 22a). Deshalb sollte die Art der Assoziation von Ubx2 mit der
Membran-Fraktion des 20 000 g Pellets untersucht werden. Das in der P20-
Fraktion angereicherte Ubx2 liel3 sich nicht mit Hochsalz- oder Karbonatpuffer
von der Membran loslésen, sondern konnte nur durch Detergenz-Behandlung
in den S20 Uberstand tberfiihrt werden (Abb. 22b). Somit ist Ubx2 ein
integrales ER-Membranprotein mit wahrscheinlich zwei Transmembran-
durchgangen (Abb. 22c). Zur Uberpriifung der Topologie in der Membran
wurde ein “Protease protection” Experiment durchgefuhrt, das die vermutete
Lokalisation der UBA- und UBX-Domanen auf der zytoplasmatische Seite der
ER-Membran verifizierte. Beide Domé&nen waren im Gegensatz zu dem im
ER-Lumen lokalisierten Protein Kar2 Protease-sensitiv (Abb. 22d). Diese
Topologie steht auch im Einklang mit den bereits gezeigten zytosolischen
Funktionen dieser Ubx2-Doménen: der Ubiquitin-Bindung durch die UBA-
Domane und der Rolle der UBX-Doméane als Modul fir die Cdc48 Interaktion.

Um einen Einfluss der UBA- und UBX-Doméane auf die Funktion von
Ubx2 in ERAD zu testen, wurden verkurzte Ubx2-Konstrukte hergestellt, in
denen jeweils eine der Domé&nen fehlte. In Membran-Fraktionierungs-
experimenten lokalisierten diese Konstrukte wie Volllangen Ubx2
ausschlieB3lich in der P20-Fraktion (nicht gezeigt), die verkirzten Versionen
werden also vermutlich wie das Wildtyp-Protein in die ER-Membran integriert.
Die zumindest partielle Funktionalitdt der Deletionskonstrukte konnten
weiterhin in Ko-Immunprazipitationsexperimenten mit dem ERAD-Substrat
™°Hmg2 nachgewiesen werden. Ubx2*“®** und Ubx2*“®* interagierten beide
mit dem Substrat (Abb. 23a), allerdings konnte das Konstrukt ohne UBX-
Domane nicht Cdc48 und Ufd1 rekrutieren (Abb. 23a, b). Die gleichen Effekte
waren fur Ubx2*"®* auch bei Experimenten mit den ERAD-Komponenten Hrd1
und Derl zu beobachten (Abb. 23c, d).

Dies steht im Einklang mit dem Verlust der Cdc48-Interaktion von
Ubx2*Y®* im Hefe-Zwei-Hybrid System (Abb. 8, Abschnitt 3.1.1) und zeigt
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aulBerdem erneut, dass Ubx2 unabhangig von Cdc48 und Ufdl mit dem

ERAD -System wechselwirken kann.
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Abb. 23: Die UBX-Doméne von Ubx2 ist essentiell fiir die Cdc48Y"“"'“.Rekrutierung.
a-d. Ko-Immunprazipitationsexperimente mit ™°Hmg2, Der1™° oder Hrd1™ exprimierenden
Aubx2 Stammen, die mit Ubx2 oder UBA- bzw. UBX-Deletionskonstrukten komplementiert
wurden. Fur den Vergleich mit der Nullmutante wurde ein Leerplasmid transformiert (b-d). Die
entsprechenden Proteine wurden durch anti-Myc bzw. anti-HA Antikérper aus den
angegebenen Zelllysaten gefallt von und das Prazipitat im Immunblot auf Ubx2 oder Ubx24Y84
bzw. Ubx2*“®*% Cdc48 und Ufdl getestet. Zur Kontrolle wurde in d mit einem anti-Dpm1
Antikdrper die Abwesenheit von ER-Membranbestandteilen tberprift. LK zeigt in d die
Leichtkette des Antikorpers an.

Uberprift man den Einfluss der Domanendeletionen auf die
Abbaukinetiken von ERAD-Substraten, so verhalten sich die Konstrukte den
Interaktionsergebnissen entsprechend. Hmg2 wurde in Ubx2*®* exprimieren-
den Zellen ahnlich schnell abgebaut wie bei Expression des Wildtyp Proteins,
Ubx2*"®* hingegen konnte den Abbaudefekt der Aubx2 Mutanten nicht retten

(Abb. 24a). Da der Verlust der UBX-Domane zum gleichen Phanotyp im
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Abbau fihrte wie bei der Nullmutante, scheint die kritische ERAD-Funktion
von Ubx2 in der Rekrutierung des Cdc48Y*"** Komplexes zu liegen.

Diese Hypothese wird auch durch die Ergebnisse eines weiteren
Experiments unterstitzt, in dem der Abbau von Hmg2 in Wildtyp Zellen bei
Uberexpression des Ubx2*“®* Konstrukts untersucht wurde (Abb. 24b). Die
beobachtete Stabilisierung von Hmg2 deutet dabei auf einen dominant
negativen Effekt von Ubx2““®* hin: das Konstrukt verdrangt endogenes Ubx2
vom Substrat und blockiert die nétige Rekrutierung von Cdc48Y ™ wodurch
der Hmg2-Abbau verlangsamt wird. Die Uberexpression von Volllangen Ubx2

zeigte hingegen keinen Einfluss auf die Hmg2-Degradation.
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Abb. 24: Das Ubx2“®* Konstrukt kann den Abbaudefekt von Aubx2 Stammen nicht
komplementieren und wirkt dominant negativ. a, b. “Shut off” Analysen zum Einfluss der
UBA- und UBX-Domaéane von Ubx2 auf den Abbau von ™°Hmg2. Aubx2 (a) oder Wildtyp
Stdmme (b) wurden mit Plasmiden geringer (YC-) oder hoher Kopienzahl (YE-) transfomiert,
die fur die angegebenen Konstrukte kodierten. Die Proteinlevels von ™°*Hmg2 zu den
verschiedenen Zeitpunkten wurden im anti-Myc Immunblot analysiert und das
Chemilumineszenz-Signal mit Hilfe einer CCD-Kamera quantifiziert. Die aus den Werten
berechneten Halbwertszeiten fur ™°*Hmg2 sind neben den Diagrammen angegeben. Die
kirzeren Halbwertezeiten in b resultieren aus der Verwendung eines anderen Wachstums-
mediums (SC-Ura im Unterschied zu YPD).
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden UBX-Proteine als neue Familie von Cdc48-Kofaktoren
identifiziert, die zur Spezifizierung von Cdc48-Funktionen beitragen. Die UBX-
Domaéne dient den UBX-Proteinen dabei als Modul fur die Cdc48-Interaktion.
Durch die Kombination von gleichzeitiger und sich wechselseitig
ausschlieRender Bindung der sieben UBX-Proteine und Ufd-Npl4 mit Cdc48
wird die Ausbildung einer Vielfalt von unterschiedlichen Cdc48-
Adaptorkomplexen ermdglicht, die zusammen mit Substrat-prozessierenden
Kofaktoren die Cdc48-Funktionen in der Zelle steuern kdnnen.

So dient das UBX-Protein Ubx2 als Kofaktor fur den Cdc4gYe
Segregrase-Komplex im ERAD-Proteinabbauweg. Ubx2 rekrutiert
Cdc48Y™P an die ER-Membran, speziell an ERAD-Substrate, E3 Ubiquitin-
Ligasen und maogliche Bestandteile der Dislokationspore, und steigert somit
die Effizienz der Cdc48"™™P“-Aktivitat. Dies ist das erste Bespiel fir eine
weitere Regulation des Cdc48Y™™* Komplexes durch einen Koadaptor. Die
UBX-Proteine Ubx3 oder Ubx5 sind ebenfalls mit Cdc48""*""* assoziiert,
wahrend Ubx6 und Ubx7 wahrscheinlich zusammen mit Cdc485™" wirken.

Neben den bekannten Funktionen in der homotypischen Membranfusion
kann Cdc48°"* auch Aufgaben im UFD-Proteinabbauweg tibernehmen, womit
die enge Verbindung von Cdc48 zum Ubiquitin/Proteasom-System einmal
mehr unterstrichen wird. Aul3erdem wird dadurch die bisherige Einteilung der
Funktionen von Cdc48"™™"“ f{ir degradative und Cdc48°"™ fiir nicht-

degradative Prozesse in Frage gestellt.

4.1. UBX-Proteine als Kofaktoren fur Cdc48

Die Vielzahl und Verschiedenartigkeit der zellularen Prozesse, in denen
Cdc48 eine Rolle spielt, verlangen eine Spezifizierung der Cdc48-Aktivitaten.
Diese wird vermutlich hauptsachlich durch die sich wechselseitig

ausschlielienden Adaptorproteine Shpl und Ufd1-Npl4 gewahrleistet, doch
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auch die Adaptorenkomplexe Utbernehmen unterschiedliche Aufgaben.
Cdc48Y ™ pesitzt zwar vorwiegend Funktionen beim Proteinabbau, wie
beispielsweise im UFD- und ERAD-Abbauweg (Ghislain et al., 1996; Rape et
al., 2001; Braun et al., 2002), bei der Mobilisierung des Transkriptionsfaktors
Spt23 aus dem Dimerkomplex an der ER-Membran ist jedoch gerade der
Schutz des bereits ubiquitinierten Substrates vor der Degradation gefordert.
Unklar ist auRerdem die Rolle des p97Y""** Komplexes beim Wiederaufbau
der Kernmembran nach der Mitose (Hetzer et al., 2001), die mdglicherweise
auch nicht mit dem Abbau von Proteinen verknupft ist. Durch die UBX-
Proteine als neue Familie von Cdc48-Kofaktoren wird eine weitere Funktions-
Spezifizierung ermdoglicht, da einige UBX-Proteine wie Ubx2 als Koadaptoren
in bestimmten Prozessen agieren kénnen (Abb. 25).

Die Regulierung der Zusammensetzung von Cdc48-Komplexen ist
allerdings weitgehend ungeklart. Fir den wechselseitigen Ausschluss der
Bindung von Shpl und Ufd1-Npl4 an das Cdc48-Hexamer kdnnte folgende
Erklarung dienen: Die Interaktion mit der N-Domé&ne von Cdc48 kann
einerseits Uber die UBX-Domane oder einer UBX-ahnlichen Domane, wie in
Npl4 oder Otul identifiziert, erfolgen (Yuan et al., 2001; Uchiyama et al.,
2002; Bruderer et al., 2004; Decottignies et al., 2004; Hartmann-Petersen et
al., 2004; Rumpf und Jentsch, 2006). Andererseits enthalten p47/Shpl und
Ufdl ein weiteres Cdc48-Bindemotiv (BSII), das mit einem anderen Abschnitt
der N-Domane interagieren kann (Meyer et al., 2000; Uchiyama et al., 2002,
Bruderer et al., 2004; Hitt und Wolf, 2004). Shp1/p47 homo-oligomerisiert
Uber die SEP-Domane und bindet Cdc48/p97 hochstwahrscheinlich als Trimer
(Yuan et al., 2004; Beuron et al., 2006). Die daraus resultierende Abdeckung
der N-Domane konnte derart erfolgen, dass keine geeignete Kombination von
freien UBX- und BSII-Bindestellen mehr vorhanden ist, die das stabile
Ufd1-Npl4 Heterodimer fir die Cdc48-Interaktion bendtigt. Umgekehrt wirde
der Cdc48Y™** Komplex dann auch die gleichzeitige Bindung eines Shpl-
Oligomers nicht erlauben. Ubx6 und Ubx7 hingegen kdnnten problemlos mit

einzelnen freien UBX-Bindestelle im Cdc48%"™ Komplex interagieren, ebenso
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wie der kurzlich identifizierte Cdc48-Interaktor mit UBX-ahnlicher Domane,
Otul (Rumpf und Jentsch, 2006).

Cdc48

ﬁ *
+ Sfy *Npm

wechselseitiger

AusscthB 2
+ Ubx2
ERAD

Abb. 25: Zusammensetzung von Cdc48-Komplexen in Hefe. Schematische Darstellung
von Cdc48-Adaptorenkomplexen mit méglichen Kombinationen von UBX-Proteinen. Nicht
bertcksichtigt sind die an die D-Doméne bindenden Kofaktoren Ufd2 und Ufd3, sowie das
Substrat-prozessierende Deubiquitinierungsenzym Otul. U: Ufd1l; N: Npl4; ERAD: “ER-
assoziierte Protein-Degradation”. Das weiRe N bezeichnet die N-Domane, D die beiden AAA-
Doménen von Cdc48.

Maglicherweise wird in vivo die Interaktion bestimmter Koadaptoren mit
Cdc48 durch Shpl oder Ufd1-Npl4 unterstitzt. Dies wirde im Fall von Ubx2
nicht nur den Verlust der Rekrutierungsfunktion in ufd1-2 Mutanten erklaren,
sondern auch, warum in Ko-Immunprazipitationsexperimenten keine
gleichzeitige Bindung von Ubx2 und Shpl an Cdc48 beobachtet werden
konnte. Fir die Ufd1-Koadaptoren Ubx3 und Ubx5 gilt vermutlich &hnliches.

Dagegen ist Ubx4 mdglicherweise kein Adaptor, sondern spielt eine Rolle bei
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der Disassemblierung des Cdc48-Hexameres, wie fur das Pflanzen Ubx4-
Homologe Puxl gezeigt wurde (Rancour et al., 2004). Zu Ubx4 wurde
aullerdem eine zu dieser Arbeit parallele Studie durchgefuhrt, in der es
ebenfalls als Cdc48-Interaktor identifiziert wurde (Decottignies et al., 2004).
Dabei wurde auch die Cdc48-Bindung von Ubx6 und Ubx7 gezeigt. Die
Analyse von diploiden, homozygoten Aubx4 Mutanten ergab einen Defekt in
der Sporulation dieser Stamme, der in Aubx4Aubx6Aubx7 Dreifachmutanten
noch ausgepragter war. Die genaue Rolle fur die korrespondierenden UBX-
Proteine bei der Tetraden-Ausbildung bleibt zunachst unklar. Allerdings
konnte der beobachtete Phanotyp auf Funktionen bei Membranfusions-
Prozessen hindeuten, die besonders fir Ubx6 und Ubx7 aufgrund ihrer
Interaktion mit dem Cdc485"* Komplex nicht unerwartet waren.

Weitere Informationen Uber die Zuordnung von UBX-Proteinen zum
Cdc48-Adaptor-System kdnnen durch genetische Analysen erhalten werden.
Die Gene fur die Hauptadaptoren sind entweder essentiell (UFD1 und NPL4)
oder fuhren bei Deletion zu einer starken Beeintrachtigung des Wachstums
(SHP1). Die Nullmutanten der weiteren UBX-Gene zeigen dagegen milde
oder keine Phanotypen, allenfalls unter Stressbedingungen. Dies konnte ihrer
vorgeschlagenen Aufgabe als Koadaptoren entsprechen, die nur fur einzelne
Unterfunktionen des Cdc48°"* oder Cdc48™™* Komplexes benétigt werden,
wie fir Ubx2 im Zusammenhang mit der Funktion von Cdc48Y“** in ERAD
gezeigt wurde. Interessanterweise sind alle Doppelmutanten von UBX2 und
weiteren UBX-Genen lebensfahig, bis auf die gleichzeitige Deletion von
SHP1. Der Ausfall zweier Koadaptoren beeintrachtigt die Cdc48-Funktionen
also nicht allzu stark. Die synthetische Letalitat der Mutanten von SHP1 und
UBXZ2 hingegen unterstreicht deren Bedeutung als wichtige Komponenten

von distinkten Cdc48-Komplexen.
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4.2. UBA/UBX-Proteine als Adaptoren in Ubiquitin-abhangigen

Prozessen

Die humanen UBX-Proteine FAF1, p47 und Y33K, sowie deren Orthologe (mit
Ausnahme des Y33K-orthologen YDFB aus S. pombe) und weitere Vertreter
aus den zugehdrigen Unterfamilien enthalten UBA-Doméanen (Hofmann und
Bucher, 1996; Suyama et al., 2000; Buchberger et al., 2001; Hartmann-
Petersen et al., 2003). Dabei ist der strukturelle Aufbau mit der UBA-Domane
am N-Terminus konserviert. Im Cdc48-System scheinen die UBA/UBX-
Proteine als Kofaktoren fir ubiquitinierte Proteine zu wirken: Fur die UBX-
Proteine Shpl, Ubx2 und Ubx5 konnte die Bindung an ubiquitinierte Proteine
gezeigt werden, sowie Funktionen fur Shpl und Ubx2 in Cdc48-vermittelten
Proteinabbauwegen. Besonders deutlich wurde dabei die Rolle von Ubx2 als
Koadaptor fiir Cdc48Y“**" in ERAD.

In mehreren Studien zu UBA/UBX-Proteinen aus anderen Organismen
konnten ahnliche Ergebnisse wie fur die Vertreter aus S. cerevisiae erhalten
werden. Die Ubiquitin-Bindung wurde fir die Shpl- und Ubx5-orthologen
Proteine aus Schizosaccharomyces pombe, Ubx3 bzw. Ubx2, gezeigt und
auch Defekte von Aubx3 (Shpl) Stammen bei der Degradation des CDK-
Inhibitors Rum1 beschrieben (Hartmann-Petersen et al., 2004). Fur Ubx5
(S.p. Ubx2) bleibt eine Beteiligung am Proteinabbau allerdings ungeklart. Far
die Saugerproteine FAF1 und SAKS1 (Y33K/2B28) wurden auch Funktionen
als p97-Adaptoren fur Ubiquitinkonjugate im Proteinabbau gezeigt (McNeill et
al., 2004; Ishibashi et al., 2005; Song et al., 2005).

Die UBA/UBX-Proteine erinnern als Adaptoren fur ubiquitinierte Proteine
stark an die l6slichen Substrat-Rezeptoren des Proteasoms, Rad23 und Dsk2.
Diese enthalten ebenfalls eine Ubiquitin-ahnliche Doméane (UBD) sowie eine
bzw. zwei UBA-Domanen, Uber die sie ubiquitinierte Proteine zum Proteasom
rekrutieren (Bertolaet et al., 2001; Wilkinson et al., 2001; Rao und Sastry,
2002; Elsasser et al., 2004; Verma et al., 2004). Die UBD-Domane ist dabei
fur die Interaktion mit dem Proteasom verantwortlich (Hiyama et al., 1999;

Elsasser et al.,, 2002; Funakoshi et al., 2002). Der modulare Aufbau aus
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Ubiquitin-ahnlicher- und Ubiquitin-bindender-Doméne scheint fir Proteine aus
dem Umfeld des Ubiquitin/Proteasom-Systems allgemein charakteristisch zu
sein.

Die Bedeutung der UBA-Domaéne fur die zellulare Funktion der UBX-
Proteine ist allerdings unklar. Denn obwohl die isolierte UBA-Domane fir die
Ubiquitin-Interaktion zumindest im Hefe-Zwei-Hybrid-System bzw. in vitro
ausreichend ist (Abschnitt 3.2.1), sind die UBA-Domé&nen von Shpl und Ubx2
in vivo fur die Koprazipitation mit Ubiquitinkonjugaten nicht notwendig (Daten
nicht gezeigt). AuBerdem interagierte Ubx2*“®** mit dem ERAD-Substrat Hmg?2
genauso gut wie das Volllangenprotein (Abschnitt 3.3.4, Abb. 23a) und
Shp1*“®* ebenso gut wie Shpl mit dem Modellsubstrat Ub-P-fGal (Daten
nicht gezeigt). Auch in Bezug auf die Phanotypen zeigen Deletionen von
UBA-Domanen keine Auswirkung. Der Abbau von ERAD-Substraten verlauft
in Ubx2""®* exprimierenden Stammen so effizient wie im Wildtyp (Abschnitt
3.3.4), und die Wachstumsphé&notypen der Ashpl Nullmutante werden durch

AUBA

die Expression von Shpl und Shp gleichermal3en gerettet (Daten nicht
gezeigt). Die UBA-Domane ist also fur die zellulare Funktion der
entsprechenden UBX-Proteinen nicht kritisch. Fur Ubx2 scheint dies im
Widerspruch zu den Schlussfolgerungen einer parallelen Studie zu stehen, in
der Ubx2 ebenfalls als Komponente des ERAD-Proteinabbauweges
identifiziert wurde (Neuber et al., 2005). In dieser Studie zeigten Stdmme mit
N-terminal HA-epitopmarkiertem Ubx2 Defekte bei der Degradation der
ERAD-Substrate CPY* und Ubc6, allerdings nicht beim Abbau des |6slichen
Substrats Degl-GFP. Die Interpretation der Ergebnisse, wonach
moglicherweise die Epitopmarkierung zu einer Beeintrachtigung der UBA-
Domanen-Funktion fihren kénnte, und dies in einem spezifischen Defekt fur
den ERAD-Abbauweg resultiert, ist aufgrund der in dieser Arbeit gezeigten
Daten zu Ubx2*"®* eindeutig falsch.

Es stellt sich also die Frage nach der Bedeutung der UBA-Domaéne fir
UBA/UBX-Proteine. Bei Endozytose-regulierenden Proteinen kontrollieren
Ubiquitin-bindende Domé&nen wie UIM oder CUE die eigene Mono-
Ubiquitinierung, wobei der angehangte Ubiquitinrest dann von der Domane
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gebunden werden kann (Polo et al., 2002; Shih et al., 2003). Eine Ubiquitin-
Modifikation ist auch fur Shpl, Ubx2 und Ubx5 zu beobachten (Abb. 13c-e
und Daten nicht gezeigt), allerdings ist unklar, ob die UBA-Doméanen eine
Rolle bei dieser Ubiquitinierung spielen. Wahrscheinlicher ist, dass sie als
Ubiquitin-bindende Elemente die Interaktion der UBA/UBX-Proteine mit
modifizierten Substraten unterstitzen, die vermutlich noch tber weitere
Bindestellen im UBX-Protein erkannt werden. In vivo kbnnten zur Substrat-
Bindung aulRerdem noch die weiteren Komponenten des entsprechenden
Cdc48-Komplexes beitragen, so dass die Interaktion des UBX*"®*-Proteins mit
dem Substrat ahnlich stabil wie die des Wildtyp Proteins ist und seine
zellulare Funktion deshalb nicht beeintrachtigt wird. Klarheit tUber die
physiologische Bedeutung der UBA-Domane in UBA/UBX-Proteinen kann

allerdings nur durch weitere Experimente erhalten werden.

4.3. Der Cdc48°"* Komplex in Proteinabbauwegen

In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass der Cdc48°"™ Komplex auch
eine Rolle beim Proteinabbau spielen kann. Eine Verbindung zum Ubiquitin-
System wurde zwar bereits im Verlauf der Studien zum Shpl-orthologen p47
hergestellt: die UBA-Domane von p47 bindet Ubiquitin und ist nétig fur die
homotypische Membranfusion von Golgi-Vesikeln (Meyer et al., 2002).
Allerdings wurde eine Funktion des Proteasoms oder von Ubiquitinketten, die
Uber den Lysinrest K48 verknupft sind, in diesem in-vitro-System ausge-
schlossen (Wang et al., 2004). Stattdessen wurde das Deubiquitinierungs-
enzym VCIP135 als essentieller Kofaktor von p97°* fir die Fusion der Golgi-
Fragmente identifiziert (Uchiyama et al., 2002; Wang et al., 2004), wodurch
eine Verbindung von p97*’ zum Proteinabbau, zumindest in diesem Kontext,
noch unwahrscheinlicher wird. Die Ergebnisse aus dieser Arbeit zeigen
hingegen, dass der Cdc48°™ Komplex an der Degradation des Modell-
substrates Ub-P-fGal beteiligt ist, da das Substrat in Ashpl Mutanten klar
stabilisiert war, Shpl mit Ub-P-fGal interagierte (Abschnitt 3.2.2) und einen

Anteil von Cdc48 an das Substrat rekrutieren konnte (Daten nicht gezeigt).
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Allerdings konnte die Beteiligung von Cdc48"* am Abbau von Ub-P-pGal
aufgrund der Uberexpression des Substrats und der daraus moglicherweise
resultierenden Uberlastung des Cdc48Y™** Komplexes zustande kommen.
Ob Cdc48%™* auch fir den Abbau endogener Substrate benétigt wird, bleibt
zu klaren; eine Funktion im ERAD-Abbauweg wurde jedenfalls nicht gefunden
(Braun et al., 2002). Fir eine Beteiligung von Cdc48"* am Proteinabbau
sprechen die genetische Interaktion von SHP1 mit dem Gen fiur die
proteasomale Untereinheit RPN10, sowie die Ergebnisse zum Shpl-
orthologen Ubx3 aus S. pombe, das am Abbau des CDK-Inhibitors Ruml
mitzuwirken scheint (Hartmann-Petersen et al., 2004). Aul3erdem wurde in
HeLa-Zellen bei einem “Knock down” von p47 durch RNA-Interferenz (RNAI)
eine Akkumulation von multi-ubiquitinierten Proteinen, also putativen Abbau-
Substraten, beobachtet (Wojcik et al., 2004). Ein wichtiger Aspekt fur weitere

Studien ist auf jeden Fall die Identifizierung endogener Cdc48°"-Substrate.

4.4. Ubx2 als Rekrutierungsfaktor im ERAD-Proteinabbauweg

Im Gegensatz zu Shpl ist die Rolle von Ubx2 in Bezug auf den Proteinabbau
klar. Ubx2 kann aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit eindeutig dem ERAD-
Proteinabbauweg zugeordnet werden, und wurde auch in einer parallelen
Studie als neue ERAD-Komponente identifiziert (Neuber et al., 2005). Die drei
unterschiedlichen ERAD-Substrate CPY*, Hmg2 und KSS waren in Aubx2
Stdmmen stabilisiert, und die Verstarkung der Abbaudefekte unter
Stressbedingungen weist darauf hin, dass auch endogene ERAD-Substrate in
Abhangigkeit von Ubx2 degradiert werden. Ubx2 ist also eine Komponente
eines physiologisch relevanten Proteinabbauweges.

Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass Ubx2 als Teil des
ERAD-Systems und integrales Membranprotein auch einen Einfluss auf den
Abbau zytosolischer Proteine wie Ub-P-fGal (diese Arbeit) und Degl-GFP
(Neuber et al., 2005) zeigt. Moglicherweise kdénnte Ubx2, &hnlich wie die in
ERAD involvierte, membranstandige Ubiquitin-Ligase Doal0, auch am Abbau

von ldslichen Substraten mitwirken. Allerdings wurde flr die Degradation der
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I6slichen Doal0-Substrate keine Beteiligung von Cdc48 gefunden (Ravid et
al., 2006). Es ist aber durchaus vorstellbar, dass das stark Uberexprimierte
Ub-P-BGal auch zum Teil tiber den Cdc48Y 412 Komplex an der ER-
Membran abgebaut wird.

Der Cdc48Y"P“ Komplex wird in ERAD fiir den Export von Substraten
aus dem ER bzw. von der ER-Membran bendtigt. Moglicherweise interagiert
Cdc48 dabei bereits mit unmodifizierten Substraten, die durch die Pore ins
Zytosol zurtick geschleust werden sollen (Ye et al., 2003; Elkabetz et al.,
2004), obwohl der Ufd1-Npl4 Adaptor als Rekrutierungsfaktor fur ubiquitinierte
Proteine eine Interaktion erst nach der Modifikation der Substrate nahe legt
(Rape et al., 2001; Meyer et al., 2002; Richly et al., 2005). Zumindest scheint
Cdc48 sowohl fur die Retrotranslokation der Proteine aus dem ER-Lumen, als
auch fur die Solubilisierung der ubiquitinierten Substrate von der
zytoplasmatische Seite der ER-Membran notwendig zu sein, bevor diese
letztendlich durch das Proteasom abgebaut werden kdnnen (Bays et al.,
2001b; Jarosch et al.,, 2002; Ye et al., 2003; Elkabetz et al., 2004). Eine
Verknupfung der Cdc48-Aktivitat mit der Ubiquitinierungs-Maschinerie war
also zu vermuten. Folgerichtig konnte in dieser Arbeit, sowie in mehreren
weiteren Studien (Zhong et al., 2004; Lilley und Ploegh, 2005; Neuber et al.,
2005; Schulze et al., 2005; Ye et al., 2005), eine Interaktion von Cdc48 bzw.
p97 mit Ubiquitin-Ligasen des ERAD-Systems gezeigt werden. Besonders
interessant ist hierbei die Rolle von Ubx2 als Koadaptor fiir Cdc48Y*"*“ das
fur die stabile Bindung des “Segregase”-Komplexes an die E3-Ligasen
verantwortlich ist. Die Rekrutierungs-Funktion von Ubx2 fiir Cdc4g8Y:"e1
erstreckt sich auf3erdem auf ERAD-Substrate und putative Komponenten der
Dislokationspore (Abb. 26), fur die eine Cdc48-Interaktion ebenfalls teilweise
schon beschrieben worden war (Rabinovich et al., 2002; Ye et al., 2003; Lilley
und Ploegh, 2004; Ye et al., 2004). In Bezug auf die Substrate kénnte Ubx2
zudem als stabilisierendes Bindeglied fungieren, um eine madgliche
Dissoziation des Cdc48Y"** Komplexes vom ERAD-Substrat im Laufe des
ATPase-Zyklus zu verhindern. Dadurch wirde das mehrfache Einwirken von

Cdc48 auf das gleiche Substrat erleichtert und beschleunigt. Eine transiente
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Interaktion von Cdc48"™™"* mit den ERAD-Substraten und -Komponenten

kann hingegen vermutlich auch in Aubx2 Stdmmen noch stattfinden, da in

diesen kein vollstandiger Block des ERAD-Abbaus zu beobachten war.

Zytosol

ER Membran

Lumen

Abb. 26: Ubx2 verbindet stabil verschiedene Komponenten im ERAD-Prozess.
Schematische Darstellung der Interaktionen von Ubx2 mit einem ERAD-Substrat (schwarz)
und E3 Ubiquitin-Ligasen, sowie mdglicherweise indirekt mit Bestandteilen der Retro-
translokationspore. Cdc48 ist in blau abgebildet. U: Ufd1, N: Npl4. Die UBX-Doméne dient als
Interaktionsmodul fiir den Cdc48Y™ ™" Komplex, der durch Ubx2 an das Substrat bzw.
Komponenten der ERAD Maschinerie rekrutiert wird. Die UBA-Doméne von Ubx2 interagiert
vermutlich mit der auf dem Substrat ausgebildeten Ubiquitinkette, wird allerdings fir die
stabile Substrat-Interaktion in vivo nicht bendtigt.

Auf jeden Fall kann Ubx2 als zentrale Komponente in den Mittelpunkt
des ERAD-Systems gestellt werden, da es eine dauerhafte Verknupfung
zwischen der “Segregase”-Aktivitat von Cdc48 und der Ubiquitinierungs-
Maschinerie herstellt, mit (moéglicherweise indirektem) Kontakt zur
Retrotranslokationspore (Abb. 26). Durch diese stabile Verbindung wird eine
hohe Effizienz des ERAD-Systems gewahrleistet, deren Verlust sich
besonders unter Stressbedingungen bemerkbar macht.

Dem Modell entsprechend kann Ubx2 auch als neue “Upstream’-

Komponente in den Cdc48-“escort pathway” (Richly et al., 2005) eingeordnet
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werden, da es als am weitesten vorgeschalteter Faktor des Cdc48-Systems
die Eskortierung des Substrates zum Proteasom einleitet. Nicht nur in diesem
Zusammenhang wird es interessant sein, die mechanistischen Details der

Ubx2-Funktion in ERAD noch eingehender zu untersuchen.
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5. Material und Methoden

Die angewandten mikrobiologischen, molekularbiologischen und
biochemischen Methoden richteten sich im Wesentlichen nach
Standardprotokollen (Ausubel, 2001; Sambrook, 2001).

Soweit nicht anders vermerkt, wurden analysenreine Chemikalien und
Reagenzien der Firmen Amersham-Pharmacia, Applied Biosystems, Biomol,
Biorad, Difco, Fluka, Invitrogen, Kodak, Merck, New England Biolabs,
Promega, Roth, Roche, Riedel de Haen, Serva und Sigma verwendet. In
nahezu allen der unten beschriebenen Methoden wurden sterile Losungen

und sterile Gefal3e eingesetzt.

5.1. Material

5.1.1 Computeranalysen
Datenbank-Recherchen wurden mit Hilfe folgender Internetdienste
durchgefuhrt: BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed), SwissProt (http://www.expasy.ch),
SMART (http://smart.embl-heidelberg.de). Als Informationsdatenbanken fir
Hefegene wurden sowohl die “Saccharomyces Genome Database” (SGD,
http://www.yeastgenome.org) als auch “Yeast Proteome Database” (YPD,
http://www.proteome.com) benutzt.

Fur Sequenzanalysen wurde das Programmpaket DNA-Star (DNA-Star
Inc.) oder DNA Strider 1.3 verwendet. Rontgenfilme und Gele wurden mit
einem AGFA-Scanner (AGFA Arcus Il) oder mit einer CCD-Kamera und mit
dem Programm Adobe Photoshop (Adobe Systems Inc.) digitalisiert.
Graphiken, Abbildungen und Texte wurden mit Adobe lllustrator oder

Programmen des Microsoft Office Paketes (Microsoft Corp.) erstellt.
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5.1.2 Antikorper

Tabelle 2: Verwendete Antikdrper

Antikdrper Herkunft Immunblot P2 IF®
anti-HA F-7, monoklonal Santa Cruz 1:5000 1-1,5 ug
anti-HA Y-11, polyklonal Santa Cruz 1:2000
anti-Myc 9E10, Santa Cruz 1:2500 1-1,5 ug 1:80
monoklonal
anti-Myc A-14, Santa Cruz 1:1000 1-1,5 ug
polyklonal
anti-Dpm1, monoklonal Molecular Probes 1:1000 2 ug
anti-Ubiquitin, P4D1 Santa Cruz 1:2000 -
monoklonal
anti-fGal, monoklonal Promega 1:5000 2 ug
Rabbit anti-Cdc48 Stefan Jentsch 1:5000 ca. 2 ug
Rabbit anti-Ufd1 Stefan Jentsch 1:1000 ca.1lyug
Rabbit anti-Shpl Stefan Jentsch 1:5000 -
Rabbit anti-Ubx2-N AK gegen die UBA- 1:5000 -

Doméne von Ubx2
Rabbit anti-Ubx2-C AK gegen die UBX- 1:3000 -

Doméne von Ubx2
Rabbit anti-Ubx4 AK gegen die UBX- 1:3000 -

Doméne von Ubx4
Rabbit anti-Ubx5 AK gegen die UBA- 1:5000 -

Domaéne von Ubx5
Rabbit anti-Sec61 Thomas Sommer - - 1:50 bis

1:200

Rabbit anti-Kar2 Matthias Seedorf 1:20 000 - -
Peroxidase-gekoppelter Dianova 1:5000 - -
Goat anti-Mouse
Peroxidase-gekoppelter Dianova 1:5000 - -
Goat anti-Rabbit
Fluorescein-gekoppelter Vector Laboratories - - 1:200
Horse anti-Mouse
Texas Red-gekoppelter Vector Laboratories - - 1:100
Goat anti-Rabbit

3P: Immunprézipitation; *IF: Immunfluoreszenz

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

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

Steril autoklavieren. Fur Agarplatten wurde 1,5% Agar zugegeben.
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5.1.5 Saccharomyces cerevisiae-Stamme

Tabelle 3: Verwendete Hefestamme

Name Genotyp Referenz
DF5 Mata oder Mata ; trpl-1, ura3-52, | (Finley et al., 1987)
his3A200, leu2-3,211, lys2-801
PJ69-4A Mata, trp1-901, leu2-3,-112, ura3-52, (James et al., 1996)
his3A200, gal4A, gal80A, GAL2-ADE?2,
LYS2::GAL1-HIS3, met2::GAL7-lacZ
YPH499 Mata, ura3-52, lys2-801amber, ade2- (Sikorski und Hieter,
101ochre, trp1A63, his3A200, leu2A1 1989)
Shp1™/YCS168 YPH499; SHP1-3HA::kanMX6 diese Arbeit
Ubx2"4/YCS178 YPH499; YMLO013w-3HA::kanMX6 diese Arbeit
Ubx3"*/YCS056 YPH499; YDL091c-3HA::kanMX6 diese Arbeit
Ubx4"4/YCS186 YPH499; YMR067c-3HA::kanMX6 diese Arbeit
Ubx5"4/YCS106 YPH499; YDR330w-3HA::kanMX6 diese Arbeit
Ubx6"/YCS285 YPH499; YJL048c-3HA::kanMX6 diese Arbeit
Ubx7"*4/YCS292 YPH499; YBR273c-3HA::kanMX6 diese Arbeit
Shp1"¢/YCS160 YPH499; SHP1-9MYC::kITRP1 diese Arbeit
Ubx2"°/YCS162 YPH499; YMLO13w-9MYC::kKITRP1 diese Arbeit
Ubx3"/YCS064 YPH499; YDL091c-9MYC::kKITRP1 diese Arbeit
Ubx4"™°/YCS163 YPH499; YMR067c-9MYC::kITRP1 diese Arbeit
Ubx5"™°/YCS081 YPH499; YDR330w-9MYC::kKITRP1 diese Arbeit
Ubx6™°/YCS097 YPH499; YJL048c-9MYC::kITRP1 diese Arbeit
Ubx7"°/YCS104 YPH499; YBR273c-9MYC::kITRP1 diese Arbeit
Ashp1/Y0843 DF5a; Ashpl::kanMX6 (Braun et al., 2002)
ufd1-2/Y0472 DF5a; ufd1-2 (Rape et al., 2001)
Aubx2/YCS299 DF5a; Ayml013w::HIS3MX6 diese Arbeit
Aubx2/YCS297 DF5a; Ayml013w::HIS3MX6 diese Arbeit
Aubx2/YCS301 DF5a; Ayml013w::KanMX6 diese Arbeit
Aubx2/YCS305 DF5a; Ayml013w::KanMX6 diese Arbeit
Aubx3/YCS260 DF5a; Aydl091c::HIS3MX6 diese Arbeit
Aubx3/YCS262 DF5a; Aydl091c::HIS3MX6 diese Arbeit
Aubx4/Y0845 DF5a; Aymr067c::HIS3MX6 R. Albang und S.
Jentsch, unpubliziert
Aubx4/Y0846 DF5a; Aymr067c::HIS3MX6 R. Albang und S.
Jentsch, unpubliziert
Aubx5/YCS274 DF5a; Aydr330w::KanMX6 diese Arbeit
Aubx5/YCS275 DF5a; Aydr330w::KanMX6 diese Arbeit
Aubx6/YCS093 DF5a; Ayjl048c::KanMX6 diese Arbeit
Aubx6/YCS095 DF5a; Ayjl048c::KanMX6 diese Arbeit
Aubx7/YCS269 DF5a; Aybr273c::KanMX6 diese Arbeit
Aubx7/YCS268 DF5a; Aybr273c::KanMX6 diese Arbeit
Arpn10/Y0581 DF5a; Arpn10::HIS3 (Koegl et al., 1999)
Arpn10Ashp1/YCS326 | DF5a; Arpnl0::HIS3, Ashpl::KanMX6 diese Arbeit
Arpn10Aubx2/YCS323 | DFb5a; Arpnl0::HIS3, Aubx2::KanMX6 diese Arbeit
AshplAubx4/Y0871 DF5a; Ashpl::KanMX6, Aubx4::HIS3MX6 R. Albang und S.
Jentsch, unpubliziert
AshplAubx2 shufflell | DF5a; Ashpl::KanMX6, Aubx2::HIS3MX6 | diese Arbeit
YAB291 pYC33-SHP1
AshplAubx2 shuffle2l | DFb5a; Ashpl::KanMX6, Aubx2::HIS3MX6 diese Arbeit
YAB286 pYC33-UBX2
Aubx2Aubx3/YABA71 | DF5a; Aubx2::HIS3MX6, Aubx3::KanMX6 diese Arbeit
Aubx2Aubx4/YCS417 | DF5; Aubx2::KanMX6, Aubx4.::HIS3MX6 diese Arbeit
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Aubx2Aubx5/YCS424 | DF5; Aubx2::HIS3MX6, Aubx5::KanMX6 diese Arbeit

Aubx2Aubx6/YCS440 | DF5; Aubx2::HIS3MX6, Aubx6::KanMX6 diese Arbeit

Aubx2Aubx7/YCS337 | DF5a; Aubx2::HIS3MX6, Aubx7::KanMX6 diese Arbeit

RHY400/Y0624 Mata; ade2-101, met2, lys2-801, (Hampton et al.,
his3A200, ura3-52, pGAPDH-6MYC- 1996)
HMG2::URA3, hmg1::LYS2, hmg2::HIS3

RHYAubx2/YCS389 RHY400; Aubx2::KanMX6 diese Arbeit

5.1.6 Hefemedien

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

SC-Medium: 2% Kohlenstoffquelle (Glukose, Raffinose, Galaktose),
0,67% Yeast Nitrogen Base (Difco),

0,2% drop out Aminosaure-Mix (Burke, 2000).

SD-Medium: 2% Glukose

0,67% Yeast Nitrogen Base without amino acids (Difco)

erganzt mit 20 pg/ml Uracil sowie den auxotrophen Aminoséauren

30 pg/ml L-Lysin, 60 pg/ml L-Leucin, 20 pg/ml L-Histidin und

40 pg/ml L-Tryptophan

Fur Agarplatten wurde jeweils 2% Agar zugegeben.

YPD-G418 zur Selektion auf Kanamycin-resistente Zellen: YPD nach

Autoklavieren auf 50 °C abkuhlen lassen, Zugabe von 200 mg/l G418 Pulver

(Sigma)

YPD- und SC-Platten mit Zusatzen: Nach dem Autoklavieren und Abkuhlen
auf unter 50 °C wurden Cycloheximid, CdCl,, Ethanol, 5-Fluoroorotat (5-FOA),

p-Fluoro-L-Phenylalanin in den angegebenen Mengen zugegeben und die

Platten gegossen.

5.1.7 Plasmide

Tabelle 4: Verwendete Plasmide
Name Beschreibung/Referenz
pYCplac33, (Gietz und Sugino, 1988)
pYCplac111,
pYEplac181,
pYEplac195
pGAD-C1, -C2, -C3 | (James et al., 1996)
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pGBD-C1, -C2, -C3

(James et al., 1996)

pGBT9-CDC48

(Braun et al., 2001)

pGAD424-CDC48

(Koegl et al., 1999)

pGBT9-SHP1 S. Thoms und S. Jentsch, unpubliziert
pGAD424-SHP1 (Braun et al., 2001)

pGBD-UBX2 YMLO13w Volllange fusioniert an GAL4-BD
pGAD-UBX2 YMLO13w Volllange fusioniert an GAL4-AD
pGBD-UBX3 YDL091c Volllange fusioniert an GAL4-BD
pGAD-UBX3 YDL091c Volllange fusioniert an GAL4-AD
pGBD-UBX4 YMRO067c Volllange fusioniert an GAL4-BD
pGAD-UBX4 YMRO067c Volllange fusioniert an GAL4-AD
pGBD-UBX5 YDR330w Volllange fusioniert an GAL4-BD
pGAD-UBX5 YDR330w Volllange fusioniert an GAL4-AD
pGBD-UBX6 YJL048c Volllange fusioniert an GAL4-BD
pGAD-UBX6 YJL048c Volllange fusioniert an GAL4-AD
pGBD-UBX7 YBR273c Volllange fusioniert an GAL4-BD
pGAD-UBX7 YBR273c Volllange fusioniert an GAL4-AD

pGBD-SHP 1A

AS 1-348 von Shp1 fusioniert an GAL4-BD

pGBD-UBX21U8X

AS 1-430 von Ubx2 fusioniert an GAL4-BD

pGBD-UBX3AVEX

AS 1-359 von Ubx3 fusioniert an GAL4-BD

PGAD-UBX5AE

AS 1-419 von Ubx4 fusioniert an GAL4-AD

PGAD-SHP1Y%

AS 341-423 von Shp1 fusioniert an GAL4-AD

pGAD-UBX2"%

AS 429-581 von Ubx2 fusioniert an GAL4-AD

pGAD-UBX3"%

AS 353-455 von Ubx3 fusioniert an GAL4-AD

pGAD-UBX4Y5

AS 278-358 von Ubx4 fusioniert an GAL4-AD

pGAD-UBX5"%

AS 417-500 von Ubx5 fusioniert an GAL4-AD

pGAD-UBX6"%

AS 180-273 von Ubx6 fusioniert an GAL4-AD

pGAD-UBX7"%

AS 207-295 von Ubx7 fusioniert an GAL4-AD

pGBD-SHP1YA

AS 1-47 von Shpl fusioniert an GAL4-BD

pGBD-UBX2"%*

AS 13-60 von Ubx2 fusioniert an GAL4-BD

pGBD-UBX5"%*

AS 1-43 von Ubx5 fusioniert an GAL4-BD

pGAD424-2xUb

N. Colomina und S. Jentsch, unpubliziert

pGAD424-4xUb

N. Colomina und S. Jentsch, unpubliziert

pUb™¢ (Seufert und Jentsch, 1991)

pUb-Pro-pGal (Bachmair et al., 1986)

pUb-Met-pGal (Bachmair et al., 1986)

pUb-Arg-pGal (Bachmair et al., 1986)

pYC-SHP1 Ein genomisches Fragment, ca. —500 bp bis 200 bp nach Stop von
SHP1 wurde in pYCplac33 kloniert

pYC-UBX2 Ein genomisches Fragment, ca. —500 bp bis 200 bp nach Stop von
UBX2 wurde in pYCplac33 kloniert

pYCL-UBX2 Ein genomisches Fragment, ca. —500 bp bis 200 bp nach Stop von
UBX2 wurde in pYCplac111 kloniert

pYE-UBX2 Ein genomisches Fragment, ca. —500 bp bis 200 bp nach Stop von

UBX2 wurde in pYEplac195 kloniert

pYC-UBX22UBX

AS 1-431 von Ubx2 mit UBX2-Promotor und -Terminator wurden in
pYCplac33 kloniert

pYCL-UBX24UBX

AS 1-431 von Ubx2 mit UBX2-Promotor und -Terminator wurden in
pYCplac111 kloniert

PYE-UBX28U8X

AS 1-431 von Ubx2 mit UBX2-Promotor und -Terminator wurden in
pYEplac195 kloniert

pYC-UBX22UBA

Im genomischen Fragment von UBXZ2 in pYCplac33 wurden die AS
14-58 durch eine Bam HI-Schnittstelle ersetzt

pYCL-UBX24U8A

Im genomischen Fragment von UBXZ2 in pYCplac111 wurden die AS
14-58 durch eine Bam HI-Schnittstelle ersetzt
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pCT51 Plasmid zur Expression von CPY**** (Jarosch et al., 2002)

pRH244 Integratives Plasmid zur Expression von *™°Hmg2 (Hampton et al.,
1996)

pSM114 Plasmid zur Expression von KSS*** (Vashist und Ng, 2004)

5.2. Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Restriktionsverdau
Puffer- und Verdaubedingungen richteten sich nach den Anweisungen der

Enzym-Hersteller (New England Biolabs).

5.2.2 Agarosegelelektrophorese und Isolierung von DNA-Fragmenten

Fur analytische und praparative Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden
0,8-1,2%ige Agarosegele in TBE-Puffer verwendet. Zur Farbung der DNA-
Fragmente wurde den Gelen 0,2 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt. Die DNA-
Proben wurden vor dem Auftrag mit 6x DNA-Probenpuffer versetzt (0,25%
Bromphenolblau; 0,25% Xylencyanol FF; 0,25% OrangeG; 15% Ficoll (Typ
400, Pharmacia) in Wasser) und bei 50-120 V elektrophoretisch aufgetrennt.
Die Ethidiumbromid-gefarbten DNA-Moleklile wurden auf einem UV-
llluminator detektiert und ihre GroRe wurde mit Hilfe eines GréRenmarkers
(kb DNA-Ladder, Invitrogen) bestimmt. Zu isolierende DNA-Fragmente
wurden unter langwelligem UV-Licht (324 nm) mit einem Skalpell aus dem
Agarosegel ausgeschnitten, in ein Eppendorfgefald dberfihrt und mit dem

QiaExIl Gel Extraction Kit (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers eluiert.

5.2.3Ligation

Insert und Vektor wurden in einem Massenverhéltnis von 3:1 bis 5:1
eingesetzt und entweder 1-2 h bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei
16 °C mit T4 DNA-Ligase nach den Angaben des Herstellers (NEB) ligiert.

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

der Arbeitsgruppe oder durch Firmen durchgefuhrt.
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5.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Fur Plasmid-PCR oder PCR von genomischer DNA aus Hefe wurde Pfu-
Turbo Polymerase (Stratagene) verwendet, bei langen Primern (ab ca. 45
Basen) wurde auch Taq Polymerase zugesetzt. Das Reaktionsprofil wurde
jeweils dem Primer-Schmelzpunkt und der Lange des erwarteten PCR-
Produktes angepasst. Fur die Amplifizierung von Knockout- oder in vivo-
Markierungs-Kassetten zur homologen Rekombination (Knop et al., 1999)
wurde eine Mischung aus Tag und Vent-Polymerase im Verhaltnis 4:1
verwendet, sowie das folgende Programm:
-94 °C, 4 min
- 10 Zyklen (94 °C, 1 min — 45 °C, 50 s — 68 °C, 1 min 40 s)
- 20 Zyklen (94 °C, 1 min — 53 °C, 50 s — 68 °C, 1 min 40 s plus Extension
20 s/Zyklus)
-4°C

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

Polymerase verwendet.

5.3. Methoden mit E. coli

5.3.11Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Plasmide wurden im kleinen Mal3stab mit Minipreps aus E. coli gewonnen.
Dazu wurden Miniprep-Kits der Firmen Qiagen (Miniprep Kit) oder Macherey-
Nagel (Nucleospin Plasmid Quick Pure) nach den Anweisungen der Hersteller

benutzt.

5.3.2Kompetente E. coli-Zellen
Chemisch-kompetente Zellen
Eine stationdre Kultur des gewlnschten Stammes wurde 1:100 in 300 mi

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

Glycerin resuspendiert, aliquotiert und in Flussigstickstoff eingefroren.

Elektrokompetente Zellen

500 ml LB-Medium wurden mit 3 ml einer stationaren Kultur des gewiinschten
Stammes beimpft und bis zu einer ODg,, von 0,7 herangezogen. Die Kulturen
wurden dann fuar eine Stunde auf Eis inkubiert, abzentrifugiert, in 500 mi
eiskaltem Wasser resuspendiert und wiederum fur 30 min auf Eis inkubiert.
Dann wurden die Zellen erneut abzentrifugiert, in 250 ml eiskaltem 10%
Glycerin aufgenommen und weitere 30 min auf Eis gestellt. Anschlie3end
wurden die Zellen mit 10 ml 10% Glycerin gewaschen, in 1,5 ml eiskaltem

10% Glycerin resuspendiert, aliquotiert und in Flussigstickstoff eingefroren.

5.3.3Transformation von Bakterienzellen

Die kompetenten Zellen wurden kurz vor der Transformation auf Eis
aufgetaut. Bei chemisch-kompetenten Zellen wurden 1 pl einer Plasmid-
Minipreplosung oder 5-10 ul Ligationsansatz mit 50 pul kompetenten Zellen
gemischt und fur 15 min auf Eis inkubiert. Danach folgte ein Hitzeschock
(42 °C, 1 min), die Zellen wurden in 0,5 ml LB-Medium aufgenommen, fur 30-
60 min bei 37 °C geschiittelt und auf Selektionsplatten ausgestrichen.

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

Selektionsplatten ausplattiert.
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5.4. Methoden mit Saccharomyces cerevisiae

5.4.1 Transformation von Hefezellen

Herstellung kompetenter Hefezellen (Knop et al., 1999)

Eine Ubernachtkultur im entsprechenden Selektionsmedium wurde im
Verhaltnis 1:20 verdinnt und bei Raumtemperatur bis zu einer ODg,, von 0,7
geschuttelt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (2000 rpm, 23 °C, 5 min) und im
0,5-fachen Volumen an sterilem Wasser resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurde das Hefepellet im 0,1-fachen Volumen SORB (10 mM
Tris/HCI pH 8,0; 1 mM EDTA; 100 mM Lithiumacetat; 1 M Sorbitol)
aufgenommen. Nach Zentrifugation wurde das tUberstehende SORB komplett
abgenommen. Die Zellen wurden in je 360 pul SORB pro 50 ml urspringlichen
Kulturvolumens resuspendiert. Nach Zugabe von 40 pl denaturierter
Einzelstrang-DNA wurde die Suspension & 50 pul aliquotiert und bei -80 °C

gelagert.

Transformation kompetenter Hefezellen (Knop et al., 1999)

Fur eine Transformation mit gereinigter Plasmid-DNA wurden 10 pl, fur die
Transformation mit PCR-Produkt 50 pl kompetenter Hefezellen eingesetzt.
Die DNA wurde zu den Zellen gegeben und mit dem 6-fachen Volumen
TE/PEG versetzt (10 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 mM EDTA; 100 mM
Lithiumacetat; 40% PEG3350). Die Zellen wurden 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert, anschlieRend wurde 1/9-Volumen an DMSO
zugegeben. Nach einem Hitzepuls (15 min, 42 °C) wurden die Hefen
zentrifugiert, in ddH,O resuspendiert und auf entsprechende Selektionsplatten
ausplattiert. Bei Kanamycin-Resistenz wurden die Hefezellen in 3 ml YPD-
Medium resuspendiert, 2 bis 3 Stunden bei 30 °C geschiuttelt und nach
Zentrifugation und Aufnahme in ddH,O auf YPD-G418-Platten ausplattiert.

Integrative Transformation tiber homologe Rekombination
Integrative Plasmide (YIp) enthalten nur einen Selektionsmarker, aber keine

autonomen Replikationselemente. Sie kbnnen nur nach Integration in das
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Hefegenom Uber homologe Rekombination stabil vererbt werden. Das
integrative Plasmid pRH244 wurde zunachst durch die Restriktions-
Endonuklease Stu !/ im Markergen linearisiert und anschlieRend wie oben

beschrieben transformiert.

5.4.21solierung von genomischer DNA aus Hefezellen

2 ml einer Ubernachtkultur in YPD oder entsprechendem Selektionsmedium
wurde abzentrifugiert und in 400 ul Lysepuffer (10 mM Tris/HCI pH 8,0;
100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 2% Triton X-100; 1% SDS) resuspendiert. Zu der
Suspension wurden 400 pl Phenol/Cholorphorm/Isoamylalkohol (25/24/1)
sowie Glasperlen gegeben. Die Mischung wurde bei Raumtemperatur etwa
5 min auf dem Vortex-Schuttler geschuttelt, 200 ul TE (10 mM Tris/HCI
pH 7,5; 1 mM EDTA) zugegeben und erneut fir 1 min geschuttelt. Nach
Zentrifugation in der Tischzentrifuge (14 000 rpm, 10 min, 23 °C) wurde der
wassrige Uberstand abgenommen und die DNA durch Zugabe von 1 ml
100% Ethanol gefallt. Die DNA wurde mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen,
15 min bei 37 °C getrocknet und anschlie3end in 50 pl TE/RNAse (100 pg/ml
RNAse) fur 30 min bei 50 °C resuspendiert.

5.4.3 Analyse von Hefemutanten

Kreuzung von Hefestdmmen

Ubernachtkulturen zweier Hefestamme unterschiedlichen Paarungstyps
(alpha und a) wurden im Verhéltnis 1:20 verdinnt und bei 30 °C bis zu einer
ODgq von 0,4 geschiittelt. Je 10 ul Hefesuspension wurden tbereinander auf
eine YPD-Platte getropft und diese drei Stunden bei 30 °C inkubiert. Im
Anschluss konnten fusionierte Hefezellen entweder aufgrund kombinierter
Markerselektion oder aufgrund ihrer typischen Morphologie (“Sombrero”,

“Mercedes-Stern”) identifiziert und isoliert werden.

Tetradenanalyse
500 pl einer stationaren, diploiden Hefekultur wurden fur 2 min bei 3500 rpm,

Raumtemperatur, abzentrifugiert. Das Hefepellet wurde zweimal mit 1 mi
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ddH,O gewaschen und die Zellen anschlie3end in 5 ml Sporulationsmedium
(2% Kaliumacetatlosung) aufgenommen. Nach 3 bis 4 Tagen Inkubation bei
Raumtemperatur wurden 10 pl dieser Kultur mit 10 pul Zymolyase-L6sung
(Seikaguko, 0,5 mg/ml in SP-Puffer: 0.1 M Kaliumphosphat pH 6,5; 1,2 M
Sorbitol) vorsichtig gemischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension strichférmig auf einer YPD-Platte
ausgezogen. Die Trennung der Tetraden und das Isolieren der Sporen
erfolgte mit einem Mikromanipulator (Singer MSM Systems). Zur Germination
der Sporen und Wachstum der Kolonien wurden die Platten mehrere Tage bei

Raumtemperatur inkubiert.

Serielle Verdiinnungsreihen

Fur die Analyse von Hefemutanten wurden serielle Verdinnungen von
Hefekulturen auf Platten des entsprechenden Selektionsmediums oder auf
Platten mit den angegebenen Zusatzen getipfelt. Ubernachtkulturen des
Hefestammes im entsprechenden Wachstumsmedium wurden mit ddH,O auf
eine ODg,, von 0,1 verdiunnt und vier weitere Verdiinnungen im Verhaltnis 1:5
pipettiert. Je 5 pl jeder Verdinnung wurden nebeneinander auf die Platten

getupfelt und unter den gewiinschten Bedingungen inkubiert.

5.4.4 Nachweis der Interaktion zweier Proteine im Zwei-Hybrid-System

Die kodierende Sequenz eines der zu untersuchenden Gene wurde im
Leseraster hinter die aktivierende Domane des GAL4-Transkriptionsfaktors
(PGAD-C Vektor) kloniert (James et al., 1996). Die Information des anderen
Proteins wurde entsprechend hinter die DNA-bindende Domane des GAL4-
Transkriptionsfaktors (pGBD-C Vektor) kloniert. Der Hefestamm PJ69-4a
wurde mit beiden Vektoren sowie mit den jeweiligen Leervektoren als
Kontrolle transformiert. Transformierte Hefezellen wurden auf SC-Leu-Trp-
Platten bei 30°C angezogen und anschlieBend deren Wachstum auf SC-Leu-

Trp-His- oder SC-Leu-His-Ade-Reporterplatten analysiert.
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5.5. Proteinbiochemische Methoden

5.5.1 SDS-Gelelektrophorese

Proteine wurden durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
aufgetrennt (Laemmli, 1970). Meist wurden 6%-, 8%- oder 10%-Gele
verwendet. Als Probenpuffer wurde entweder “Lammli”-Puffer (50 mM
Tris/HCI pH 6,8; 2% SDS; 10% Glycerin; 5% p-Mercaptoethanol; 0,1%
Bromphenolblau) oder HU-Puffer (8 M Harnstoff; 5% SDS; 0,2 M Tris/HCI
pH 6,8; 1 mM EDTA; 1,5% DTT; 0,1% Bromphenolblau) verwendet.

5.5.2Western Blot

Durch SDS-PAGE aufgetrennte Proteine wurden mit Hilfe einer “Semi-dry”
Blotapparatur auf eine in Transferpuffer (25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0.01%
SDS; 20% Methanol) eingeweichte Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran
(Immobilon-P, Millipore) ubertragen. Der Transfer erfolgte mit einem
konstanten Strom von 150 mA pro Gel (entspricht 2.4 mA/cm?) fir mindestens
2 h oder Uber Nacht. Zum immunologischen Nachweis der immobilisierten
Proteine wurde die Membran zunachst fur 1 h in 5% Magermilchpulver (w/v)
in TBS-T (25 mM Tris pH 7,5; 137 mM NacCl; 2.6 mM KCI; 0.1% Tween20)
blockiert. Danach erfolgte fur 2-3 h bei RT oder tUber Nacht bei 4 °C die
Inkubation mit dem primaren Antikorper in 5% Magermilchpulver in TBS-T
(Verdinnungen siehe Tabelle 2). Die Membran wurde 5-6 mal fur 10 Minuten
mit TBS-T gewaschen und anschlieBend fur 1 h mit HRP-konjugiertem
sekundarem Antikorper inkubiert. Nach erneutem sechsmaligem Waschen mit
TBS-T wurden gebundene AntikOrper mittels Chemilumineszenz (ECL
Detection Kit, Amersham) nach Herstellerangaben auf ECL-Hyperfilmen oder

durch Aufnahme mit Hilfe einer CCD-Kamera (LAS, Fuji) nachgewiesen.

5.5.3 Herstellung eines Proteinextraktes
Herstellung eines Proteinextraktes unter nativen Bedingungen
Eine Hefesuspension (maximale OD4, von 1.5, 50-100 ml) wurde bei

Raumtemperatur abzentrifugiert (2000 rpm, 5 min), einmal mit eiskaltem
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Wasser gewaschen und in 250 pl eiskaltem Lysepuffer (50 mM Tris/HCI
pH 7.5; 100 mM NaCl; 2 mM MgCl,; 10% Glycerin; 0.1% Nonidet P-40; 2 mM
PMSF; 2 mM Benzamidin, Boehringer “Complete Protease Inhibitors”;
Protesom-Inhibitor MG132) aufgenommen. Zu der Mischung wurden bis ca.
2 mm unter den Meniskus Glasperlen (Glass beads, acid-washed, R 425-
600 um, Sigma) zugegeben. Die Reaktionsgefalie wurden daraufhin je 30 sec
auf dem Vortex-Schittler geschuttelt und 30 sec auf Eis abgekuhlt. Der
Vorgang wurde vier- bis funfmal wiederholt und eventuell die Detergenz-
Konzentration auf 0.5% oder 1.0% erhoht. Die Zelldebris wurde durch eine 5-
minitige Zentrifugation (2 600 g, 4 °C) entfernt und der Uberstand wurde

entweder mit Probenpuffer versetzt oder fur weitere Experimente verwendet.

Herstellung eines Proteinextraktes unter denaturierenden Bedingungen

Eine Hefekultur (ODg, 1, 1 ml) wurde bei Raumtemperatur abzentrifugiert
(14 000 rpm, 2 min) und in 1 ml eiskaltem Wasser resuspendiert. Nach
Zugabe von 150 pl NaOH/B-Me (1.85 M NaOH; 140 mM 3 Mercaptoethanol)
wurde die Suspension fur 15 min auf Eis inkubiert. Die Proteine wurden
anschlielend mit 150 pl 55%-iger Trichloressigsaure fur 10 min auf Eis geféallt
und abzentrifugiert (14 000 rpm, 15 min, 4°C). Das Pellet wurde in 50 pl HU-
Puffer resuspendiert, 15 min bei 65°C geschdittelt und in der SDS-

Gelelektrophorese analysiert (meist 5 pl).

5.5.4 Analyse der Proteinwechselwirkung durch Immunprazipitation

Die Wechselwirkung von Proteinen in vivo wurde meist durch Ko-
Immunpréazpitationen untersucht. Hefekulturen wurden in YPD oder
selektivem Medium tber Nacht bei 30 °C angezogen, auf eine ODy,, von 0,2
in 50 oder 100 ml verdinnt und bis zu einer ODg4y, von 0.8 bis 1,8 wachsen
gelassen. Im Hmg2-Immunprazipitationsexperiment mit den thermosensitiven
Stammen wurden die Kulturen bei einer ODg,, von ca. 0,8 fir drei Stunden bei
der restriktiven Temperatur (37 °C) geschiittelt. Die Hefezellen wurden bei

2000 rpm, 4 °C, fur 5 min abzentrifugiert, einmal mit eiskaltem ddH,O
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gewaschen und in 260 pl (50 ml Ansatze) bzw. 300 ul Lysepuffer (100 ml
Anséatze) aufgenommen. Es wurden folgende Lysepuffer verwendet:

LP-A (50 mM Tris/HCI pH 7,5; 100 mM KCI; 5 mM MgCl,; 10% Glyzerin; 0,1%
Nonidet P40)

LP-B (50 mM Tris/HCI pH 7,5; 100 mM NaCl; 2 mM MgCl,; 10% Glyzerin;
0,1% Nonidet P40).

Als Protease-Inhibitoren wurden stets 2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF), 2 mM Benzamidin und ein “Complete Protease Inhibitors” Mix
(Roche Diagnostics, Mannheim) zugegeben. Fur Experimente mit (putativen)
Abbau-Substraten wurde aul3erdem 20 pM Proteasom-Inhibitor MG132
zugesetzt. Bei den Immunprazipitationsexperimenten mit Ubiquitin und dem
Ub-P-fGal Fusionsprotein wurde der Puffer LB-C (50 mM Tris/HCI pH 7,5;
100 mM NacCl; 1.5 mM MgCl,; 0,1% Nonidet P40; 2 mM PMSF; 2 mM
Benzamidin; 20 mM N-Ethylmaleimid (NEM); 20 pM MG132) verwendet.

Nach Zugabe von Glasperlen (ca. 400 pL Volumen) wurden die
Hefezellen durch starkes Schutteln auf dem Vortex-Schittler (5-6 x 30 sec,
dazwischen 30 sec auf Eis) lysiert und in einigen Féllen anschlie3end die
Detergenz-Konzentration auf 0,5% (Experimente zur Interaktion von UBX-
Proteinen mit Cdc48, Shpl und Ufdl) bzw. 1,0% NP-40 (Interaktionen von
Cdc48, Ubx2 und Ufd1l mit ERAD-Substraten bzw. -Komponenten) erhoht. Die
Zellbruchstticke wurden bei 2 600 g, 4 °C, 5 min abgetrennt, unter Umsténden
wurde das Lysat auch durch einen zusatzlichen Zentrifugationsschritt bei
20 000 g, 4 °C, 25 min, geklart. Ein Aliquot des Uberstandes wurde mit HU-
Puffer versetzt und bei 65 °C fur 10 min denaturiert (Input Probe). Zu den
Uberstanden wurden 1-2 pg Antikorper zugegeben und die Lésung lber
Nacht auf dem Drehrad bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die
Antikorper/Antigen-Komplexe durch Zugabe von Protein A- oder Protein G-
Sepharose (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) gefallt. Die
Reaktionen wurden viermal gewaschen (zweimal mit LP mit erhohter
Detergenz-Konzentration), in 20-25 ul HU-Puffer denaturiert und durch

Gelelektrophorese und Immunoblot analysiert. In der Regel wurden als Input
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2% und von der immunprazipitierten Probe 33% der anfanglich eingesetzten

Zelllysatmenge auf das SDS-Gel geladen.

5.5.5 Analyse der Proteinlokalisation

Indirekte Immunfluoreszenz

Die Hefezellen wurden in steril filtriertem, nicht autoklaviertem Selektions-
medium bis zu einer ODg,, von 1 inkubiert. Zur Fixierung der Proteine wurden
1/9 vol Kaliumphosphatlésung, pH 6,5 und 1/9 vol 37% Formaldehyd (Sigma)
zum Medium zugegeben und 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Zellen wurden vorsichtig mit SP-Puffer (0.1 M Kaliumphosphat, pH 6.5, 1.2 M
Sorbitol) gewaschen (3 x bei 2000 rpm, 4 °C, 5 min) und in 900 pl SPB-Puffer
(10 ml SP-Puffer mit 14 pl p-Mercaptoethanol) resuspendiert. Nach Zugabe
von 100 pl Zymolyase 100T (2.5 mg/ml in SPB) wurde die Suspension fur
30 min bei 30 °C inkubiert. Die Zellen wurden erneut dreimal mit SP-Puffer
gewaschen und anschlieRend in 200 ul PBSB-Puffer (PBS + 1 ug/ml BSA)
aufgenommen. Zum Anheften der Zellen wurde die Zellsuspension auf zuvor
mit Poly-Lysin beschichtete Objekttrager (ICN Biomedicals Inc.) gegeben und
nach 10 min wieder abgesaugt. Anschlieend wurde der Objekttrager bei -
20 °C fur 5 min in Methanol inkubiert und in Aceton fur 30 sec gewaschen
(-20 °C). Die Zellen wurden fur 40-60 Minuten mit PBSB-LOsung
Uberschichtet und Uber Nacht mit entsprechendem primarem Antikorper der
geeigneten Verdinnung in PBSB in einer feuchten Kammer bei 4 °C inkubiert.
Danach wurden die Zellen auf dem Objekttrager vorsichtig gewaschen (5 x
mit PBSB-Puffer) und anschlieRend mit Fluorophor-markiertem sekundaren
Antikorper in PBSB-Puffer fur 2 h im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Waschen mit PBST (PBS-Puffer mit 1% Triton X-100) und PBSB-Puffer
(6x) wurde 3 pl DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol, 2,5 pg/ml in 50% Glycerin)
zugegeben. Die Proben wurden mit Nagellack versiegelt und im Mikroskop
(Leica DM RXA) analysiert. Bilder wurden mit einer Hamamatsu C-4742-95
Digitalkamera aufgenommen und mit dem Software-Programm OpenLab

(Improvision, Coventry, UK) bearbeitet.
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Analyse der Membran-Assoziation eines Proteins

Eine Hefekultur wurde in 30-50 ml YPD oder selektiven Medium bei der
gewlnschten Temperatur zu einer ODg, von 1 angezogen. Nach
Zentrifugation bei 2 000 rpm, 4 °C, 5 min wurden die Hefezellen in 10 ml D-
Puffer (100 mM Tris/HCI pH 8,8; 10 mM DTT) fur 10 min gewaschen, erneut
zentrifugiert und mit SP-Puffer gewaschen (1.2 M Sorbitol; 10 mM
Kaliumphosphat pH 7,7). Anschlie3end wurden die Zellen in 1 ml SP-Puffer
resuspendiert und mit 50 bis 100 Units Zymoylase 100T bei 30 °C fur 25 min
inkubiert. Die Spheroplasten wurden durch Zentrifugation bei 2 000 g, 4 °C,
5 min, geerntet und zweimal mit SP-Puffer gewaschen, bevor sie in 1 ml
Lysepuffer LP-M (50 mM Tris/HCI pH 7,5; 100 mM NacCl; 0,3 M Sorbitol; 1 mM
EDTA; 2 mM PMSF; 2 mM Benzamidin; “Complete Protease Inhibitors”-Mix)
aufgenommen wurden. Danach wurden die Zellen in einem Wheaton
Zellhomogenisator durch 15 Schlage unter Eisktuhlung aufgebrochen und
groRBere Zellbruchsticke durch Zentrifugation bei 800 g, 4 °C, 5 min
abgetrennt. Ein Aliquot (40 pl) des Uberstandes wurden entnommen, mit TCA
geféallt und in HU-Puffer bei 65°C denaturiert (Totalextrakt). 400 ul des
Lysates wurden bei 20 000 g, 4 °C, 30 min zentrifugiert, um die Fraktionen
P20 (Pellet) und S20 (I6slicher Uberstand) zu erhalten. Das Pellet wurde in
HU-Puffer resuspendiert und bei 37 °C fir eine Stunde denaturiert. Ein Aliquot
der l6slichen Fraktion wurde mit TCA geféallt und ebenfalls in HU-Puffer
denaturiert (65 °C). Gegebenenfalls wurde die Halfte des erhaltenen
Uberstandes S20 nochmals bei 100 000 g, 4 °C, 1 h zentrifugiert um die
Pellet-Fraktion P100 und einen weiteren I6slichen Uberstand S100 zu
erhalten. Gleiche Teile des Totalextrakts und der verschiedenen Fraktionen
wurden schlie3lich im Immunblot auf die Anwesenheit des gewinschten
Proteins analysiert.

Um zu Uberprifen, ob ein Protein peripher mit der Membran assoziiert
oder integraler Bestandteil der Membran ist, wurde der Totalextrakt in
mehrere Aliquots (je 200 ul) aufgeteilt und bei 20 000 g, 4 °C, 30 min
zentrifugiert. Die erhaltenen Pellet-Fraktionen P wurden in 200 pl LP-M, LP-M
mit 0,6 M NaCl, LP-M mit 0,2 M Na,Co, (ca. pH 11,0), LP-M mit 0,1% Triton
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X-100 oder LP-M mit 1,0% Triton X-100 resuspendiert und fur 15 min auf Eis
inkubiert. Anschliel3end wurden die Ansétze erneut bei 20 000 g, 4 °C, 30 min
zentrifugiert, der I6sliche Uberstand mit TCA gefallt und ebenso wie das Pellet
in HU-Puffer denaturiert. Die Proteinproben wurden anschlielend im

Immunoblot untersucht.

“Protease Protection Assay”

Um die Topologie eines integralen Membranproteins zu bestimmen, wurden
Hefezellen wie bei oben bei den Membran-Fraktionierungsexperimenten
beschrieben lysiert, allerdings enthielt der Puffer LP-M keine Protease-
Inhibitoren. Der Totalextrakt wurde aufgeteilt und mit Proteinase K
(0,2 mg/ml), Proteinase K und 1% Triton X-100, oder ohne Zusatz fir 30 min
auf Eis inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 mM PMSF
gestoppt und die Anséatze mit TCA gefallt. Nach der Denaturierung in HU-

Puffer wurden die Proteinproben im Immunblot analysiert.

5.5.6 Analyse der Proteinstabilitat

Analyse der Proteinstabilitédt im “Shut off” Experiment

Die Stabilitat des "°*Hmg2 Proteins wurde nach Inhibition der Translation
durch die Zugabe von Cycloheximid untersucht. Die Stamme RHY400,
RHY400Aubx2 oder RHY400Aubx2 transformiert mit den Plasmiden
pYCplac33, pYC-UBX2, pYC-UBX2*®* oder pYC-UBX2'"®*, wurden uber
Nacht in YPD oder selektivem Medium angezogen, auf eine ODg,, von 0,3 in
20 ml YPD-Medium verdunnt und bei 30 °C bis zu einer ODg,, von 0,8 bis 1,0
wachsen gelassen. Die Zellen wurden bei 2 000 rpm, 23 °C, 5 min
abzentrifugiert und schnell in vorgewédrmten YPD-Medium resuspendiert
(ODgyo=1), welchem 0,5 mg/ml Cycloheximid zugesetzt worden war. Zu den
gewinschten Zeitpunkten wurden 1 ml der Hefesuspension entnommen, die
Zellen bei 20 000 g, 4 °C, 1 min geerntet und in flussigem Stickstoff
schockgefroren. Nach Beendigung der Probenentnahme wurden

Proteinextrakte wie unter 5.5.3 beschrieben denaturierend hergestellt und im
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anti-Myc Immunblot analysiert. Das Chemilumineszenz-Signal wurde
zusatzlich mit Hilfe einer CCD-Kamera quantifiziert.

Bei den Experimenten zur Hmg2 Stabilitdt unter Stressbedingungen
wurden die Zellen eine Stunde vor dem Translationsstopp auf 37 °C gebracht
oder in YPD Medium mit 100 uM DTT umgeimpft. Fir die Uberexpressions-
experimente wurde der Stamm RHY400 mit den Plasmiden pYEplacl195,
PYE-UBX2 bzw. pYE-UBX2""®* transformiert und der Versuch ausschlieRlich

in selektivem SC-Ura-Medium durchgefihrt.

Analyse der Proteinstabilitét im “Pulse chase” Experiment

Die Hefezellen wurden unter den gewunschten Bedingungen tber Nacht
angezogen, auf eine OD4,, von 0,3 verduinnt und fur 3-5 h wachsen gelassen.
Eine Zellmenge, die einer ODg,, von 15 entsprach, wurde abzentrifugiert, in
15 ml SC-Ura-Met-Medium (entweder mit Glukose oder Galaktose
supplementiert) resuspendiert und 1 h bei 30 °C inkubiert. Zur radioaktiven
Markierung der Proteine (pulse) wurden die Zellen in 1 ml SC-Met-Medium in
einem Eppendorf Reaktionsgefal konzentriert und 20-40 pl [**S]-Methionin
(20 pCi/ul; Amersham) zugegeben. Die Hefekulturen wurden anschliel3end fir
die zur effektiven Markierung bendtigen Zeit (5 oder 10 min) bei 30 °C in
einem Thermomixer geschuttelt, einmal mit SC-Medium gewaschen und in
5 ml SC-Medium, dem 0,5 mg/ml Cycloheximid zugesetzt war, resuspendiert.
Zu den gewulnschten Zeitpunkten wurde 1 ml der Suspension abgenommen.

Bei Experimenten zur Stabilitat von Ub-P-gGal wurden die Zellen in der
Tischzentrifuge bei 14 000 rpm, 4 °C, 2 min geerntet und in flissigem
Stickstoff schockgefroren. AnschlielRend wurden die Zellen mit Hilfe von
Glasperlen aufgeschossen und pGal durch eine native Immunprazipitation wie
in Abschnitt 5.5.4 beschrieben aus dem Lysat gefélit.

Fiar Experimente zur Stabilitat von HA-epitopmarkierten ERAD-
Substraten wurden die Zellen in 4,5 ml SC-Medium resuspendiert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden je 900 pl geerntet und zu 100 pl 100%
(w/v) TCA auf Eis zugegeben. Nach der letzten Probenentnahme wurden die

Zellen mit Glasperlen vermischt und auf dem Vortex-Schiittler lysiert. Der
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Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, die Glasperlen mit 500 pl 10%
TCA-LOsung nachgespult und die Ansatze bei 20 000 g, 4 °C, 15 min
abzentrifugiert. Die gefallten Proteine wurden in 120 yl SDS-Puffer (100 mM
Tris pH 11,0; 3% SDS) aufgenommen und fur 5 min auf 98 °C erhitzt. Zur
Immunprazipitation der ERAD-Substrate wurden 80 pl der denaturierten
Proteinldsung in 700 ul IP-Puffer (50 mM Tris/HCI pH 7,5; 150 mM NacCl; 1%
Triton X-100) verdiinnt und Gber Nacht bei 4 °C auf dem Drehrad mit 0,5 g
anti-HA Antikorper (F-7, monoklonal) inkubiert. Anschlielend wurden die
Antikdrper/Antigen-Komplexe durch Zugabe von Protein A-Sepharose gefallt,
zweimal mit Waschpuffer (50 mM Tris/HCI pH 7,5; 300 mM NaCl; 1% Triton
X-100), einmal mit IP-Puffer und einmal mit PBS gewaschen, und schlief3lich
in 20 pl HU-Puffer denaturiert.

Die Proben wurden durch Gelelektrophorese aufgetrennt, in der
Autoradiographie analysiert und die Signale mit Hilfe eines Phospho-Imagers

(BAS, Fuji) quantifiziert.
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Polymerase-Kettenreaktion
Polyethylenglykol
Phenylmethylsulfonylfluorid
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur
Sedimentationskoeffizient (Svedberg)
Synthetic complete (Medium)
Synthetic defined (Minimalmedium)
Sekunden

Natriumdodecylsulfat
Antikdrper-Schwerkette
Tris-gepufferte Salzlosung
Trichloressigsaure

TrislEDTA
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Unit

Ubiquitin

Ubiquitin associated

Ubiquitin conjugating enzyme
Ubiquitin-ahnliche Doméne
Ubiquitin like

Ubiquitin regulatory X

Ubiquitin fusion degradation
Ubiquitin interacting motif

Volt

Wildtyp

Yeast nitrogen base
Hefe-Extrakt/Pepton/Glukose (Medium)
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