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ZUSAMMENFASSUNG

Das COP9 Signalosom (CSN) ist ein hoch konservierter Proteinkomplex, der an der
Regulation des Ubiquitin (Ub)-26S Proteasomsystems (UPS) beteiligt ist. Das UPS ist die
wichtigste Proteolysemaschinerie in eukaryotischen Zellen, bei der Proteine {iber eine
dreistufige Kaskade der Enzyme E1-E3 mit einer Ub-Kette markiert werden, die als
Erkennungssignal fiir den Abbau durch das 26S Proteasom dient. Das CSN gilt als Paralog
zum Lid, einem Subkomplex des 26S Proteasoms, und interagiert mit einer Vielzahl von

Proteinen, unter anderem mit E3-Ligasen und Kinasen.

In dieser Arbeit konnte die direkte Bindung des CSN an das 26S Proteasom gezeigt werden,
was zu einem Einfluss auf die Peptidaseaktivitit des 26S Proteasoms in vitro fiihrt. In Flag-
Pulldown-Experimenten aus B8 Mausfibroblasten, die stabil mit Flag-CSN2 transfiziert
waren, wurde ein vollstindiger Flag-CSN-Komplex nachgewiesen, der mit dem 26S
Proteasom assoziiert vorliegt. Co-Immunprizipitationen beider Komplexe in vitro wiesen auf
eine konzentrationsabhédngige Verdringung des Lid-Subkomplexes durch das CSN hin. Diese
Interaktion fiihrte zur Reduktion der proteolytischen Aktivitit des 26S Proteasoms.

Dartiber hinaus wurde eine assoziierte deubiquitinierende Aktivitit am CSN entdeckt und als
USP15 identifiziert. Die Charakterisierung von USP15 zeigte, dass es durch die am CSN
assoziierte Kinase CK2 phosphoryliert und stabilisiert wird. Erstmalig konnte durch
Inhibitorstudien mit ortho-Phenanthrolin eine Metallabhingigkeit der Aktivitdt von USP15
nachgewiesen werden, die zur Identifizierung eines bisher unbekannten Zn-Fingers fiihrte.
Mutationsanalysen des Zn-Fingers zeigen, dass dieser fiir die Bindung und Spaltung von Ub-
Ketten, nicht aber von linearen Ub-Konstrukten, notwendig ist. In Zellexperimenten konnte
nachgewiesen werden, dass USP15 die E3 Ligase Rbx1 stabilisiert, was vermutlich auf eine
Umkehr der Autoubiquitinierung zuriickzufiihren ist. Das CSN scheint somit sowohl das 26S

Proteasom als auch die E3-Ligasen direkt zu beeinflussen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen eine Vertiefung der Erkenntnisse iiber das CSN als

Regulator des UPS dar.



SUMMARY

The COP9 signalosome (CSN) is a conserved protein complex that is involved in the
regulation of the ubiquitin (Ub)/26S proteasome system (UPS). The UPS is the most
important degradation machinery in eukaryotic cells. By the concerted action of three
enzymes, E1-E3, proteins are labelled with a Ub-chain that serves as a recognition signal for
the degradation by the 26S proteasome. The CSN is homologous to the lid, a subcomplex of
the 26S proteasome, and interacts with numerous proteins, including E3 Ub ligases and

kinases.

In this study a direct interaction of the CSN with the 26S proteasome could be shown which
has consequences for the peptidase activity of the 26S proteasome in vitro. In Flag-pull-down
experiments from mouse B8 fibroblasts, that permanently expressed Flag-CSN2, an intact
Flag-CSN complex was detected that is associated with the 26S proteasome. Co-
immunoprecipitation of both complexes in vitro indicated a concentration-dependent
replacement of the lid subcomplex by the CSN. This interaction led to a decrease of the
proteolytic activity of the 26S proteasome.

Moreover, a deubiquitinating activity associated with the CSN was discovered and identified
as USP15. The USP15 was phosphorylated by the CSN-associated kinase CK2 that stabilised
the enzyme. For the first time inhibitor studies with ortho-phenanthroline demonstrated a
metal-dependency for the activity of USP15 that could be attributed to a formerly unidentified
Zn-finger. Mutational analysis of the Zn-finger showed that it is necessary for the binding and
cleavage of poly-Ub-chains but not for linear Ub-constructs. Cell culture experiments
demonstrated a stabilisation of the E3 ligase Rbx1 by USP15 most likely by reversing its
autoubiquitination. Therefore the CSN seems to directly influence the 26S proteasome as well

as E3 ligases in their functions.

These results expand the present knowledge on the CSN as a regulator of the UPS.
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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 DAS UBIQUITIN-26S PROTEASOMSYSTEM

Das wichtigste proteolytische System in Eukaryoten ist das Ubiquitin (Ub)-26S
Proteasomsystem (UPS). In diesem Abbauweg werden sowohl zytosolische, nukleére als auch
membranstindige Proteine mit Poly-Ub-Ketten markiert und danach in einem komplexen,
zeitlich kontrollierten und streng regulierten Prozess vom 26S Proteasom degradiert. Die Ub-
abhingige Proteolyse beeinflusst in der Zelle eine Vielzahl von Prozessen wie das
Fortschreiten des Zellzyklus, die Signaltransduktion, den Membrantransport, die
Qualitédtskontrolle von Proteinen im Endoplasmatischen Reticulum (ER), die Regulation der
Transkription, die Apoptose, die Stressantwort und die Wachstumskontrolle. Beim Abbau
falsch gefalteter Proteine, genannt DRiPs (defective ribosomal products), die etwa 30% der
neusynthetisierten ausmachen, entstehen Peptide, die bei entsprechender Grofle und Sequenz
tiber MHC Klasse I priasentiert werden (Schubert et al., 2000). Dieser MHC Klasse [-Weg ist

wesentlicher Bestandteil der Immunantwort.

Das UPS bedarf einer spezifischen und strengen Kontrolle. Bei Proteolysedefekten treten
pathologische Prozesse wie Entziindung, Autoimmunitét, neurodegenerative Erkrankungen

sowie Tumorgenese auf (zusammengefasst von (Glickman and Ciechanover, 2002)).

1.1.1 Das 26S Proteasom

Das 26S Proteasom besteht aus dem zentralen 20S Proteasom, welches von zwei 19S
Regulatoren flankiert wird (Abb. 1) (Ferrell et al., 2000). Das eukaryotische 20S Proteasom
ist ein Hohlzylinder aus vier heptameren Ringen mit der Anordnung o7-7-B7-o7 und einem
Molekulargewicht von etwa 700 kDa (Groll et al., 1997). Die dueren Ringe werden aus den
homologen Untereinheiten ol-a7 gebildet, die den Zugang zu den katalytischen Zentren
kontrollieren und die Interaktion mit Regulationsfaktoren und -komplexen vermitteln. Die
zwei inneren Ringe bestehen aus den Untereinheiten B1-B7, wobei die Untereinheiten 1, 32
und B5 katalytisch aktiv sind und unterschiedliche Spaltpriferenzen besitzen. Das aktive
Zentrum bildet jeweils das N-terminale Threonin der Untereinheit. Man unterscheidet
zwischen der PGPH (peptidylglutamyl peptide hydrolase)- oder Caspase-dhnlichen, Trypsin-
dhnlichen und Chymotrypsin-dhnlichen Aktivitit (Wilk and Orlowski, 1983).
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Normalerweise ist der Zugang zum aktiven Zentrum durch die N-Termini der
o-Untereinheiten verschlossen und das 20S Proteasom in einem inaktiven Stadium (Groll et
al., 2000). Durch die Bindung des 19S Regulators kommt es vermutlich zu einer ATP-
abhingigen Konformationsinderung der a-Ringe, die zur Offnung der aktiven Kammer fiihrt

(Whitby et al., 2000).

Der 19S Regulator (auch PA700) besteht aus zwei Subkomplexen, dem Base- und Lid-
Komplex. Der Base-Subkomplex bindet direkt an die a-Ringe des 20S Proteasoms und wird
aus sechs ATPasen der AAA-Familie (ATPases associated with a variety of different
activities) und drei nicht-ATPase Untereinheiten aufgebaut. Er ist fiir die Aktivierung des 20S
Proteasoms und die Entfaltung und Translokation der Substrate wichtig. Der Lid-Subkomplex
besteht aus acht Untereinheiten, sechs mit PCI- und zwei mit MPN-Doméne (siehe 1.2.2), und

enthdlt eine intrinsische Deubiquitinierungsaktivitét (sieche 1.1.4.1).

Y8 A

19S Regulator
Lid

19S Regulator

20S Proteasom

19S Regulator

26S Proteasom 20S Proteasom

Abb. 1: Aufbau des 26S Proteasoms
Das zentrale 20S Proteasom wird von zwei 19S Regulatoren bestehend aus Base- und Lid-Subkomplex flankiert.
n = Rpn; t = Rpt; hellblau = katalytisch aktive B-Untereinheiten; hellgriin = ATPasen; dunkelgriin = Lid-Untereinheiten
mit PCI-Doméne; dunkelblau = Lid-Untereinheiten mit MPN-Doméne
Das 26S Proteasom ist fiir den Abbau von polyubiquitinierten Proteinen verantwortlich. Die
Ub-Ketten binden direkt entweder an die ATPase-Untereinheit Rpt5 (Lam et al., 2002) oder
an Rpnl0 (Elsasser et al., 2002). AuBBerdem konnen ubiquitinierte Substrate von Proteinen mit
UBL/UBA (carboxy terminal ubiquitin-like/ubiquitin-associated)-Domédne zum 26S
Proteasom transportiert werden. Die Transportproteine Rad23 und Dsk2 aus Saccharomyces

cerevisiae binden an die Base-Untereinheiten Rpnl und Rpn2 (Elsasser et al., 2002; Saeki et
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al., 2002). Das Substrat wird dann deubiquitiniert, ATP-abhdngig entfaltet und ins 20S

Proteasom eingeschleust, wo die proteolytische Spaltung erfolgt.

Neben dem 19S Regulator sind noch weitere Proteinkomplexe bekannt, die das 20S flankieren
konnen, jedoch keine polyubiquitinierten Proteine erkennen oder ATP-abhidngig wirken
(zusammengefasst von (Rechsteiner and Hill, 2005)). Der 11S Regulator (auch PA28 oder
REG) besteht entweder aus dem INFy-induzierbaren Heteroheptamer der Untereinheiten o34
(Zhang et al., 1999) oder aus dem im Kern lokalisierten Homoheptamer y; (Tanahashi et al.,
1997). PA28y spielt eine Rolle im Zellzyklus und der Apoptose. Kiirzlich wurde mit dem
PA200-Protein (BIm3 oder BIm10 in S. cerevisiae) ein weiterer Regulator im Kern gefunden,

der eine Funktion bei der DNA-Reparatur zu haben scheint (Ustrell et al., 2002).

Inzwischen sind verschiedene Klassen von Inhibitoren des 26S Proteasoms bekannt. Der
Hemmstoff MG132 (z-Leu-Leu-Leucinal) inhibiert hauptsdchlich die Chymotrysin-dhnliche
Aktivitit durch eine reversible Bindung der Aldehydgruppe an das katalytisch aktive

Threonin der B-Untereinheit.

1.1.2  Ubiquitin und Ubiquitin-dhnliche Proteine

Das Ub ist ein hochkonserviertes, 76 Aminosduren (AS) grofles Polypeptid, das post-
translational an eine Vielzahl von Proteinen gekniipft wird. Die Bindung erfolgt dabei
zwischen dem C-terminalen Glycin des Ub und der e-Aminogruppe eines Lysin oder in

wenigen Fillen dem N-Terminus des Zielproteins.

Diese Reaktion erfolgt durch eine dreistufige Enzymkaskade. Ub wird durch das Ub-
Aktivierungsenzym E1 ATP-abhingig tliber die Bildung einer Thioesterbindung aktiviert und
auf ein Ub-konjugierendes Enzym E2 durch Bildung einer weiteren Thioesterbindung
ibertragen (Abb. 2). Das E2 bindet an eine E3 Ub-Ligase, die fiir die spezifische Erkennung
des Substrates verantwortlich ist. Das Ub wird nun an ein internes Lysin des Zielproteins
gebunden. Durch mehrmalige Wiederholung des Zyklus kommt es zur Bildung von Poly-Ub-
Ketten, bei denen der C-Terminus entweder an K6, K29, K48 oder K63 des letzten Ub
gekniipft wird. In hoheren Eukaryoten gibt es nur ein E1, dagegen schon zahlreiche E2 und
weit iiber 100 verschiedene E3-Ligasen, um die Spezifitdit der Ub-Markierung zu

gewihrleisten.
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ADbb. 2: Ubiquitin-26S Proteasomsystem
Ubiquitinierung von Protein-Substraten (S) nach Aktivierung des Ub durch E1, Ubertragung auf E2 und gleichzeitiger
Bindung von E2 und S am E3. Die Bildung einer Ub-Kette nach mehreren Zyklen fiihrt zur Erkennung durch das 26S
Proteasom, Abbau des Proteins und Aufspaltung der Ub-Kette durch Deubiquitinierungsenzyme (Dub) (modifiziert nach
(Sullivan et al., 2003)).
Substrate mit vier oder mehr Ub-Einheiten, die iiber K29 oder K48 miteinander verbunden
sind, werden vom 26S Proteasom erkannt und abgebaut (Pickart and Fushman, 2004; Thrower

et al.,, 2000). Das Ub steht der Zelle nach Spaltung der Ketten durch Deubiquitinierungs-
enzyme (DUBs) wieder zur Verfiigung (siche 1.1.4).

Zahlreiche zellulire Prozesse wie die Zellzykluskontrolle, die Stressantwort, die DNA-
Reparatur und die Immunantwort werden iiber den selektiven Ub-abhidngigen Proteinabbau
gesteuert. Die Bildung von iiber K63 verkniipften Ub-Ketten spielt bei der Endozytose,
Ribosomenfunktion und der post-replikativen DNA-Reparatur eine Rolle (zusammengefasst

von (Schwartz and Hochstrasser, 2003)).

Gebildet wird Ub in der Zelle entweder als lineare Poly-Ub-Kette oder als Ub-Ribose-
Fusionsprotein, die durch DUBs am C-Terminus gespalten werden, um das charakteristische

GG-Motiv zu erhalten.

Neben Ub sind inzwischen etwa ein Dutzend weitere, Ub-dhnliche Proteine, die so genannten

UBL-Proteine (ubiquitin-like modifiers), bekannt, die ebenfalls als Vorlduferproteine
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entstehen und iiber eine Enzymkaskade kovalent mit ihrem C-Terminus an Proteine gebunden
werden konnen. Zu den bekanntesten gehoren Nedd8 (neural precursor cell-expressed,

developmentally down-regulated 8) und SUMO (small Ub-related modifier).

Nedd8/Rub]1 (related-to-ubiquitin 1) weist in seiner Sequenz die groBte Ahnlichkeit zu Ub auf
(58%). Es wird nach Aktivierung durch ein E1 und E2 von der E3-Ligase Rbx1 auf das
Substrat iibertragen. Die Neddylierung ist fiir die Zellteilung in Schizosaccharomyces pombe
und fiir die frithe Entwicklung in Arabidopsis thaliana und Mausen essentiell (Dharmasiri et

al., 2003; Osaka et al., 2000; Tateishi et al., 2001).

Bis vor kurzem wurde ausschlieBlich von einer Bindung von Nedd8 an Culline, Bestandteilen
von E3-Ligasen, ausgegangen (siche 1.1.3). Im Jahre 2004 konnte erstmalig eine
Verkniipfung an das von Hippel-Lindau Protein (pVHL) (Stickle et al., 2004) sowie an die
E3-Ligase Mdm2 und den Tumorsuppressor p53 gezeigt werden (Xirodimas et al., 2004). Es
ist denkbar, dass noch zahlreiche weitere Proteine mit Nedd8 modifiziert werden kénnen.
Bislang ist unklar, ob es zur Bildung von Nedd8-Ketten oder zur Multi-Mononeddylierung in
vivo kommt. Das Nedd8-bindende Protein Nubl besitzt am N-Terminus eine Ub-dhnliche
Domine, die an die Base-Untereinheit Rpn10 bindet und somit moglicherweise neddylierte
Proteine zum 26S Proteasom bringt (Kamitani et al., 2001). Die Abspaltung von Nedd8
erfolgt durch Deneddylasen, wie DEN1 und das CSN (siche 1.2.4.2).

SUMO entspricht in seiner Sequenz zu 18% Ub und kommt im humanen System in drei
Isoformen vor (SUMO1/Smt3c/Sentrin-1, SUMO2 und SUMO3). Fiir SUMO2 und SUMO3
konnte in vitro die Bildung von Ketten an K11 gezeigt werden (Tatham et al., 2001), obwohl
die Bedeutung in vivo unklar bleibt, da in S. cerevisiae ein Verlust der Kettenbildung durch
Mutation keinen Phédnotyp aufweist (Bylebyl et al., 2003). SUMOI1 bildet hingegen keine
Ketten. SUMOylierung spielt eine Rolle bei der Kontrolle des Zellzyklus und der

Transkription, dem zelluldren Transport sowie der Genomintegritt.

Da Nedd8 und SUMO ebenfalls an ein Lysin des Zielproteins binden, kdnnen sie als
Antagonisten zur Ubiquitinierung durch Blockierung der Bindungsstelle wirken. Die
Modifizierung mit unterschiedlichen UBLs an einem Lysin stellt damit einen weiteren
Mechanismus dar, der den Wechsel zwischen verschiedenen Funktionen eines Proteins

ermoglicht.
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1.1.3  E3 Ub-Ligasen

Die E3 Ub-Ligasen lassen sich aufgrund von Sequenzanalysen in drei Hauptfamilien
einteilen: die HECT-, RING-Finger- und U-Box-Familie (zusammengefasst von (Hatakeyama
and Nakayama, 2003)). Kiirzlich wurde mit A20 ein weiteres Ub-iibertragendes Protein mit
mehreren Zinkfingern identifiziert (Wertz et al., 2004).

Der bekannteste Vertreter der HECT-Familie ist E6-AP, welches nach Infektion mit dem
Papillomavirus Ub auf den Tumorsuppressor p53 tlibertrdgt. E6-AP war die erste identifizierte
Ub-Ligase (Huibregtse et al., 1993). Inzwischen sind zehn Proteine in verschiedenen Spezies
mit einer C-terminalen Doméne bekannt, die homolog zum C-Terminus von E6-AP ist
(HECT = homologous to E6-AP C-terminus) (Huibregtse et al., 1995). Mitglieder der HECT-
Familie besitzen ein konserviertes Cystein, welches als Zwischenprodukt einen Thioester mit
Ub bildet, bevor Ub auf das ebenfalls gebundene Substrat iibertragen wird (Scheffner et al.,
1993). Wahrscheinlich werden zunédchst Ub-Ketten am konservierten Cystein gebildet, die

dann im Ganzen an das Zielprotein gebunden werden (Pickart and Eddins, 2004).

Im Gegensatz dazu besitzen die RING (really interesting new gene)-Ligasen keine
katalytische Aktivitdt, sondern vermitteln mit ihrer RING-Doméne die Bindung des
Substrates und des Ub-gekoppelten E2, welches dann das Zielprotein ubiquitiniert. Die

RING-Doméne besteht aus acht Aminosauren, die zwei Zinkionen koordinieren.

Die RING-Ligasen lassen sich in zwei Gruppen einteilen: Die monomeren E3-Ligasen und
die Cullin-haltigen Multiproteinkomplexe. Bei der ersten Gruppe sind die Doméne zur
Substraterkennung und die RING-Doméne in einem Protein vereint. Ein Vertreter ist das

Mdm?2, welche den Tumorsuppressor p53 zum Abbau markiert.

Zur zweiten Gruppe gehdren neben den Cullin-haltigen RING-E3-Ligasen (CRL) auch der
Anaphase Promoting Complex/Cyclosome (APC/C). Die CRLs bestehen jeweils aus dem
Geriistbaustein Cullin, dem RING-Protein, das an den C-Terminus von Cullin bindet, und
einem Rezeptor fiir die Substraterkennung. Dieser bindet entweder direkt oder iiber einen
weiteren Adaptor an den N-Terminus der Cullin-Komponente. In humanen Zellen gibt es
sieben Culline, Cull, Cul2, Cul3, Cul4A, Cul4B, Cul5 und Cul7 (Dias et al., 2002), sowie das
Cullin-dhnliche Protein APC2 des APC/C. Trotz der Vielzahl an RING-Proteinen in humanen
Zellen sind nur drei Homologe in Cullin-haltigen Komplexen bekannt: Rbx1, Rbx2 und
APCI11. Diese scheinen in vivo unterschiedliche Praferenzen fiir die Culline zu haben und zur

Substratspezifitit beizutragen (Donaldson et al., 2004; Ohta et al., 1999).
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Abb. 3: Die verschiedenen Cullin-haltigen RING-Ligasen und der APC/C-Komplex

a) SCF-Komplex bestehend aus dem Substrat-bindenden F-Box-Protein, dem Adapter Skpl, welcher ebenso wie das
RING-Protein Rbx1 an Cull gekoppelt ist. Inzwischen wurde auch eine Bindung von Rbx1, Skpl und F-Box-Proteinen
an Cul7 gezeigt. b) Cul2 oder Cul5 bilden das Geriist fiir das RING-Protein und den Adapter ElonginB/C, der die
Substrat-spezifischen Rezeptoren mit SOCS-Box koppelt. ¢) Der Cul3-Komplex bindet Substrate iiber Proteine mit BTB-
Domaine. d) Cul4-Komplexe besitzen als Adaptor DDB1 und scheinen Substrate iiber ein Dimer aus DET1/COP1 zu
rekrutieren, wobei das Bindungsmotiv noch unbekannt ist. €) APC/C-Komplex mit cullin-dhnlicher Untereinheit APC2,
RING-Untereinheit APC11 und C-Box-Motiv bei der Substraterkennung. SIM = Substrat-Interaktionsmotiv (modifiziert
nach (Petroski and Deshaies, 2005))

Auffallig ist, dass Rbx1 als einziges Protein statt des Cystein ein Aspartat an Position 8 der

RING-Doméne aufweist, die fiir die Interaktion mit allen humanen Cullinen wichtig ist. Eine

Mutation zu Cystein verhindert die Bindung an Cul3 und Cul4B (Megumi et al., 2005).

In Abb. 3 sind die bis heute gefundenen CRLs dargestellt. Am bekanntesten ist der SCF-
Komplex, der nach seinen Komponenten Skp1-Cull-F-Box-Protein benannt ist (Abb. 3a). Fiir
die weiteren Komplexe hat sich in der Literatur noch keine einheitliche Namensgebung
durchgesetzt. Eine Ausnahme bildet der APC/C, ein E3-Komplex aus vielen Komponenten,
der den Ubergang von der M zur G1-Phase durch Ubiquitinierung von Cyclinen und anderen

mitotischen Effektoren kontrolliert (Abb. 3e).

Alle Culline werden an einem konservierten Lysin im C-Terminus kovalent mit NeddS8
verkniipft (Hori et al., 1999; Pan et al., 2004). Die Modifikation begiinstigt die Anlagerung
des E2 und steigert damit die Effektivitdt der Substrat-Ubiquitinierung (Kawakami et al.,
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2001). Dynamische Zyklen aus Neddylierung/Deneddylierung scheinen die Assemblierung
des Komplexes zu regulieren (Wu et al., 2000). Entfernt wird Nedd8 durch das COP9
Signalosom (1.2.4.2) oder das DUB DEN1/NEDP1 (Mendoza et al., 2003; Wu et al., 2003).
Sowohl fiir Rbx1 (Ohta et al., 1999) als auch fiir verschiedene F-Box-Proteine (Zhou and
Howley, 1998) und die Culline wurde gezeigt, dass sie nach Autoubiquitinierung durch das

UPS abgebaut werden.

Die dritte, relativ kleine Gruppe bilden die U-Box (Ufd2 homology)-E3s (Hatakeyama and
Nakayama, 2003). Als erstes Mitglied wurde Ufd2 (Ub fusion degradation 2) identifiziert
(Koegl et al., 1999), welches iiber kein eigenes Substrat verfiigt und stattdessen die
Ubertragung von Poly-Ub-Ketten katalysiert. Es wird deshalb auch als E4 bezeichnet. Die U-
Box nimmt durch elektrostatische Interaktionen eine der RING-Domine &hnliche
Konformation an, an die E2s binden (Aravind and Koonin, 2000). Das bekannteste Mitglied
der U-Box-E3s ist CHIP (carboxyl terminus of Hsp70-interacting protein), welches falsch
gefaltete Proteine nach Assoziation an die Chaperone Hsc70 oder Hsp90 erkennt und diese fiir

den Abbau markiert.

1.1.4  Deubiquitinierungsenzyme

1.1.4.1 Klassifizierung

Die Deubiquitinierungsenzyme (DUBs) katalysieren die Spaltung von Ub und UBLs. Eine
Deubiquitinierungsaktivitdt wurde erstmals bei der Abspaltung von Ub vom Histon H2A
beschrieben (Andersen et al., 1981). Inzwischen wurde eine Vielzahl von deubiquitinierenden
Proteinen identifiziert, die heute in die folgenden vier Klassen eingeordnet werden: Die UCH
(Ub C-terminal hydrolase), die UBP (Ub-specific processing protease) und kiirzlich entdeckt
die Otubain- und JAMM-Familie. Die beiden erstgenannten gehoren zu den Cysteinproteasen,
die sich durch Thiolreagenzien, wie N-ethylmaleimid (NEM) und Ub-Aldehyd, hemmen
lassen. In Hefe gibt es nur ein UCH und 16 UBPs. Dagegen wurden im humanen Genom ca.

100 potentielle DUBs identifiziert, von denen tiber 80% zur Klasse der UBPs gehoren.

Die UCHs sind fast ausnahmslos kleine Proteine (20-30 kDa) mit einer 230 AS langen
katalytischen Doméne, die ein konserviertes Cystein, Histidin und Aspartat enthélt. In vitro
konnen die UCHs sowohl Peptide als auch kleine Molekiile vom C-Terminus des Ub

entfernen, aber keine Ub-Ketten oder Ub-Protein-Konjugate spalten. Die einzige Ausnahme
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bildet UCH37, das Ub vom distalen Ende von Ub-Ketten abzuspalten vermag.

Die UBPs variieren in der GroB3e von 50 bis 300 kDa. Sie weisen ein katalytisches Cystein
und ein Histidin innerhalb von zwei konservierten Doménen auf, wobei diese weit
voneinander getrennt vorliegen konnen. Neben der Prozessierung von Ub-Vorldufern
entfernen UBPs Ub von polyubiquitinierten Proteinen und von freien Poly-Ub-Ketten. Fiir die
humanen Enzyme wurde eine systematische Nomenklatur mit der Abkiirzung USP (Ub-
specific protease) vorgeschlagen (HUGO Nomenclature Committee). In Hefe werden die
Proteine als Ubp bezeichnet. Bis heute sind etwa 50 humane DUBs charakterisiert worden

(Quesada et al., 2004).

Die 2003 gefundene Familie der Otubain (OTU-domain Ub-aldehyde-binding protein) gehort
zu den Cysteinproteasen und besitzt ein konserviertes Cystein, Histidin und Aspartat, jedoch

keine Sequenzhomologie zu den UCHs oder UBPs (Balakirev et al., 2003).

Das JAMM (Jabl-MPN domain metalloenzyme)-Motiv (Verma et al., 2002) oder auch
MPN"-Motiv (Maytal-Kivity et al., 2002) findet sich bei einigen eu- und allen
prokaryotischen Proteinen mit MPN-Doméne und bildet das aktive Zentrum von Enzymen
oder die Ligandenbindungsstelle von metallbindenden Proteinen. Die drei bisher bekannten
Vertreter der DUBs sind die Lid-Untereinheit Rpnll, CSN5 (sieche 1.2.4.2) und AMSH
(McCullough et al.,, 2004). Diese sind statt mit klassischen DUB-Inhibitoren mit
Metallchelatoren, wie ortho-Phenanthrolin (OPT), hemmbar (Verma et al., 2002).

Es konnte bei einigen DUBs gezeigt werden, dass sie auch SUMO oder Nedd8 spalten oder

unspezifisch fiir mehrere UBLs sind.

Da die Ubiquitinierung von Proteinen einen &hnlichen Stellenwert wie die Phosphorylierung
in der Zelle einnimmt, kommt hiermit den DUBs, vergleichbar mit Phosphatasen, eine grofle
Bedeutung als Zellregulatoren zu (zusammengefasst von (Amerik and Hochstrasser, 2004;

Guterman and Glickman, 2004)).

1.1.4.2 Die Rolle der DUBs im UPS

Bereits 1993 wurde in der Gruppe von Hershko eine intrinsische, ATP-abhéngige DUB-
Aktivitdt am 26S Proteasom identifiziert, die durch den Metallchelator OPT gehemmt wurde
(Eytan et al., 1993). Die DUB-Aktivitidt des 26S Proteasoms konnte dem 19S Regulator
zugeordnet werden, wobei einige Ergebnisse fiir eine ATP-Abhéngigkeit sprachen (Eytan et

al., 1993; Verma et al., 2002; Yao and Cohen, 2002) und andere nicht (Holzl et al., 2000; Lam
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et al., 1997). Inzwischen wurden neben der intrinsischen Aktivitit der Untereinheit
Rpnl11/POHI (Verma et al., 2002; Yao and Cohen, 2002) zwei assoziierte DUBs in humanen

Zellen charakterisiert.

Zum einen wurde USP14/Ubp6 identifiziert, welches erst durch Assoziation an das 26S
Proteasom aktiviert wird und Ub-Ketten abspaltet (Borodovsky et al., 2001; Leggett et al.,
2002). In S. cerevisiae wurde die Bindung des Enzyms an Rpnl gezeigt (Leggett et al., 2002).

Zum anderen konnte UCH37 in substdchiometrischen Mengen an das 26S Proteasom
assoziiert gefunden werden. In Drosophila melanogaster wurde mittels Elektronen-
mikroskopie eine Lokalisation zwischen Base und Lid (Holzl et al., 2000) und in Hefe-2-
Hybrid-Experimenten und Co-Immunprézipitationen eine Assoziation an Rpn12 gezeigt (Li et

al., 2001). UCH37 spaltet ausschlieBlich endstindiges Ub von Ub-Ketten ab.

In S. pombe liegt ein UCH37-Homolog, Uch2p, vor. Stattdessen wurde in S. cerevisiae Doa4
am 26S Proteasom identifiziert. Die freigesetzten Ub-Ketten werden hauptsdchlich von
USP5/Isopeptidase T/Ubp14 vom proximalen Ende her gespalten (Amerik et al., 1997; Hadari
etal., 1992).

Somit sind DUBs von drei der bisher bekannten Klassen am 26S Proteasom gefunden
worden, wobei die Cysteinproteasen nicht essentiell zu sein scheinen (Amerik et al., 2000; Li
et al., 2000). Eine proteolytisch inaktive Mutante der essentiellen Untereinheit Rpnll ist
lebensfdhig, weist jedoch ein verlangsamtes Wachstum in S. cerevisiae auf (Guterman and
Glickman, 2004; Maytal-Kivity et al., 2002). Damit sind die Proteasom-assoziierten DUBs

Spezies-spezifisch, scheinen jedoch iiberlappende Funktionen auszuiiben.

Die Deubiquitinierung ist die Voraussetzung fiir den Abbau von Substraten durch das 26S
Proteasom. So konnten die DUBs den limitierenden Schritt bei der Proteolyse darstellen, das
langsame Abspalten einer Ub-Kette somit Zeit fiir die Entfaltung und den Abbau der
Substrate einrdumen. Monoubiquitinierte Substrate konnen nicht an das 26S Proteasoms
binden und werden hingegen schnell deubiquitiniert und freigesetzt. Die Poly-Ub-Kette stellt
somit einen weiteren Kontrollmechanismus auf dem Weg der Proteolyse dar (Guterman and

Glickman, 2004).
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1.2 DAS COP9 SIGNALOSOM (CSN)

1.2.1  Entdeckung

In A. thaliana wurden bei der Analyse von Mutanten drei Gruppen mit einem veridnderten
Licht-Dunkel-Verhalten identifiziert. Diese weisen eine lichtabhingige Entwicklung auch bei
Dunkelheit (constitutive photomorphogenic), einen kurzen Spross (deetiolated) und
akkumuliertes Anthocyanin in den Keimbléttern (fusca) auf. Insgesamt werden sie heute als
cop/det/fus-Mutanten bezeichnet (Kwok et al., 1996), da die lethalen Mutanten der cop/det-
Gruppe (Wet and Deng, 1992) mit den fus-Mutanten identisch sind (Misera et al., 1994). Es
wurden zehn essentielle und pleiotrope Gene identifiziert, die fiir die Repression der
Photomorphogenese in A4. thaliana verantwortlich sind. In Abb. 4 ist der Phénotyp der cop9-
I-Mutante im Vergleich zum Wildtyp (wt) zu sehen.

Es konnte 1994 gezeigt werden, dass die identifizierten Proteine COP8, COP9 und COP11
Teile eines ca. 560 kDa grolen Komplexes bilden, der die Photomorphogenese steuert und

aufgrund der Untereinheit den Namen COP9-Komplex erhielt (Wei et al., 1994).

Zwei Jahre spiter gelang die Isolierung des Komplexes aus Blumenkohl, der aus insgesamt
zwOlf Untereinheiten bestand und ausschlielich im Kern lokalisiert war (Chamovitz et al.,

1996).

Light Dark

b e

Cotyledon

Abb. 4: Phinotyp der cop9-1-Mutante in Arabidopsis thaliana
Die Mutante weist beim Wachstum im Dunkeln statt des iiblichen langen Sprosses (Hypokotyl) und der gelben,
geschlossenen Keimblittern (Kotyledonen) denselben Phédnotyp wie im Licht entwickelte Keimlinge inklusive

Chloroplastenbildung und konstitutiver Expression von lichtinduzierten Genen auf (Wei and Deng, 1999).
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Das humane Ortholog wurde 1998 wihrend einer Prdparation von 26S Proteasom aus
Erythrozyten isoliert (Seeger et al., 1998). Es enthélt acht Untereinheiten und weist eine
Ahnlichkeit zum Lid-Subkomplex des 26S Proteasoms auf. Die zuvor bekannten Proteine
Jabl (Claret et al., 1996) und Tripl5 (Lee et al., 1995) wurden als Komponenten des
Komplexes identifiziert und deshalb der Name ,,Jabl-containing signalosome* gewahlt. Im
selben Jahr konnte der Komplex ebenfalls aus dem Gehirn der Maus und aus Schweinemilz
aufgereinigt werden (Wei and Deng, 1998). Inzwischen gilt das Vorkommen des Komplexes

in allen Eukaryoten als gesichert.

Seit der ersten Zomes-Konferenz 1999 wird die einheitliche Bezeichnung COP9 Signalosom,

kurz CSN, in der Literatur verwendet (Deng et al., 2000).

1.2.2  Architektur des Komplexes

Das CSN besteht aus acht Untereinheiten, nach abnehmendem Molekulargewicht
CSNI - CSNS8 benannt (Deng et al., 2000). Die Untereinheiten CSN5 (AJH1 und AJH2) und
CSN6 wurden in 4. thaliana in jeweils zwei Isoformen gefunden (Kwok et al., 1998; Peng et
al., 2001). Das erklért, warum sie bei der urspriinglichen Analyse nicht unter den cop/det/fus-
Mutanten waren (sieche Tabelle 1). Beide Untereinheiten weisen N-terminal eine MPN (Mpr1-
Pad1-N-terminal)-Doméne auf. Die iibrigen Untereinheiten des Komplexes enthalten eine PCI
(Proteasome, COP9 signalosome, initiation factor 3)-Domidne im C-terminalen Bereich
(Hofmann and Bucher, 1998). Im humanen und murinen System kommt CSN7 in zwei
Isoformen vor (CSN7a und b) (Wei and Deng, 1998), in A. thaliana werden zwei
Spleiflvarianten mit noch unbekannter Funktion gebildet (CSN71 (225 AS) und CSN7ii (260
AS)) (Fuet al., 2001).

Die Zusammensetzung der Untereinheiten ist von A. thaliana bis zum H. sapiens hoch
konserviert. CSN2 und CSNS5 sind iiber 60% identisch zwischen Pflanzen und Tieren und

damit die am hdchsten konservierten Untereinheiten des Komplexes (Tabelle 1).

In S. pombe wurde ebenfalls ein CSN-Komplex, jedoch ohne die Untereinheiten CSN6 und 8§,
entdeckt (Mundt et al., 1999). Ein CSN-&hnlicher Komplex mit einem Protein mit MPN- und
fiinf Proteinen mit PCI-Doméne konnte in S. cerevisiae identifiziert werden (Maytal-Kivity et

al., 2002; Wee et al., 2002).
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Tabelle 1: Alte und neue Bezeichnungen der CSN-Untereinheiten in verschiedenen Spezies und Vergleich zum Lid

Die neue Nomenklatur ist seit dem Jahre 2000 verbindlich (Deng et al., 2000). In S. cerevisiae weichen die Sequenzen
der vier PCI-Proteine stark ab, so dass eine neue Nummerierung gewéhlt wurde. Die Zuordnung in der Tabelle basiert auf
dem Vorschlag von Kay Hofmann wéhrend der Zomes 3-Konferenz (Berlin 2004). A.t. = Arabidopsis thaliana; D.m. =

Drosophila melanogaster; H.s. = Homo sapiens; S.c. = Saccharomyces cerevisiae; AS = Aminosduren

Neue Doméne Alte Bezeichnungen S.c. Identische | Paraloge | Identische
Bezeichnung AS (%) zw. | Lid-UE | AS (%) zw.
At Mammalia A.t. und H.s. CS}:{ (limd
und D.m. !
CSNI1 PCI | COP11, FUS6 | Sgnl, GPS1 | CSN11/PCI8 44,7% Rpn7 19%
CSN2 PCI FUSI12 Tripl5, CSN10/Rri2 61,1% Rpn6 26%
Alien, Sgn2
CSN3 PCI FUSI11 Sgn3 CSNI12 42,0% Rpn3 20%
CSN4 PCI COPS, FUS4 Sgn4 - 49,5% Rpn5 19%
CSNS MPN | AJHI1, AJH2 | Sgn5,JAB1 | CSNS, Rril 62,0% Rpnll 29%
CSN6 MPN Sgn6, hVIP - 39,8% Rpng 24%
CSN7 PCI | FUSS5,CSNT7i, Sgn7a, CSN9 34,4% Rpn9 18 bzw.
CSN7ii Sgn7b 17%
CSNS PCI COP9, FUS7 |Sgn8, hCOP9 - 32,3% Rpnl2 16%

Allerdings haben abgesehen von dem CSN5-Ortholog Rril die weiteren fiinf Untereinheiten
nur eine geringe Ahnlichkeit zu den Untereinheiten in hoheren Eukaryoten. In Tabelle 1 sind
die alten und neuen Bezeichnungen der CSN-Untereinheiten zusammengefasst. Die
Zuordnung der Untereinheiten bei S. cerevisiae ist ein Vorschlag von Kay Hofmann (Fa.

Memorec) basierend auf computergestiitzten Sequenzvergleichen der PCI-Doménen.

Mit Hefe-2-Hybrid-Experimenten, Far-Westernblots und Co-Immunprézipitationen wurden
die Wechselwirkungen zwischen den einzelnen CSN-Untereinheiten aufgeklért (Freilich et
al., 1999; Fu et al., 2001; Kapelari et al., 2000; Karniol et al., 1999; Kwok et al., 1998; Serino
et al., 2003; Serino et al., 1999). Ein erster Hinweis auf die Architektur des CSN und seine
Ahnlichkeit zum Lid-Komplex des 26S Proteasoms konnte durch die Elektronenmikroskopie
beider aus humanen Erythrozyten aufgereinigten Komplexe gewonnen werden (Kapelari et
al., 2000) (Abb. 5). Deutlich sind die asymmetrische Anordnung der Untereinheiten

zueinander sowie eine zentrale Furche in beiden Komplexen zu erkennen.
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Abb. 5: Elektronenmikrographen vom CSN und Lid-Komplex

Die ungleichméfige Anordnung der jeweils acht Untereinheiten und die zentrale Furche (durch Pfeil gekennzeichnet)

sind deutlich zu sehen (Kapelari et al., 2000).
Anhand von elektronenmikroskopischen Untersuchungen und Interaktionsstudien wurde ein
erstes Model des Komplexes entworfen (Abb. 6). Bisher ist es nicht gelungen,
Kristallstrukturen der Komplexe zu erhalten, so dass die genaue Anordnung der

Untereinheiten im CSN und Lid unklar bleibt.

In A. thaliana (Kwok et al., 1998), D. melanogaster (Oron et al., 2002), S. pombe (Mundt et
al., 2002) und Mammalia (Tomoda et al., 2002) wurde fiir einige Untereinheiten neben der
Komplex-gebundenen eine CSN-unabhingige Form gefunden. Es gibt Hinweise darauf, dass
ein kleiner CSN-Komplex bestehend aus den Untereinheiten CSN4-8 eine Rolle beim
Transport zwischen Kern und Zytosol und der Regulation des Zellzyklus spielt (Fukumoto et
al., 2005; Tomoda et al., 2002). Die genauen physiologischen Funktionen von CSN-

Subkomplexen oder einzelner Untereinheiten muss noch festgestellt werden.

Die MPN-Doméne der Untereinheiten CSN5 und CSN6 sowie die PCI-Doméne der iibrigen
Untereinheiten werden ebenfalls in zwei weiteren Proteinkomplexen gefunden: dem Lid-
Subkomplex des 26S Proteasoms und dem eukaryotischen Translations-Initiations-Komplex 3
(eIF3) (Glickman et al., 1998). Dabei weisen das CSN und der Lid-Subkomplex eine
Stochiometrie der MPN- zu den PCI-Untereinheiten von ,,2+6“ und nach neuesten
Untersuchungen der elF3-Komplex ,,2+5% auf, wobei beim elF3-Komplex noch fiinf weitere

Untereinheiten ohne eines der Motive enthalten sind (Scheel and Hofmann, 2005).

Die Ahnlichkeit der Sequenzen zwischen CSN und Lid reichen iiber die Bereiche der MPN
und PCI-Doménen hinaus. Jede Untereinheit besitzt genau eine paraloge Untereinheit im

anderen Komplex, was einen gemeinsamen evolutiondren Vorldufer vermuten ldsst.
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Die PCI- oder PINT (Proteasome subunits, Int-6, Nip-1, and Tripl5)-Domine (Aravind and
Ponting, 1998) besteht aus zahlreichen a-Helices und scheint fiir die Interaktion der CSN-
Untereinheiten miteinander notwendig zu sein (Tsuge et al., 2001). Sie konnte somit als eine
Art Geriist fiir die Assemblierung des Komplexes und assoziierter Proteine dienen. Neuere
Daten weisen jedoch darauf hin, dass noch weitere Bereiche in den Proteinen fiir die
Wechselwirkung verantwortlich sein miissen, da die PCI-Domine alleine fiir den

Komplexaufbau nicht ausreichend ist (Huang et al., 2005).

Die MPN-Doméne wird auch in anderen, von PCI-Komplexen unabhédngigen Proteinen sowie
in Prokaryoten gefunden. Innerhalb der MPN-Doméne einiger Proteine konnte 2002 ein so
genanntes MPN" oder JAMM-Motiv lokalisiert werden. Das Motiv wurde nur in CSN5 und
Rpnll, nicht jedoch in CSN6 und Rpn8 oder den elF3-Untereinheiten identifiziert. Beide

Untereinheiten zéhlen somit zu den DUBs (siehe auch 1.1.4).

1.2.3  Interaktionspartner des CSN

Neben den Interaktionen der CSN-Untereinheiten miteinander sind auch zahlreiche
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen beschrieben. In Abb. 6 sind die bisher bekannten
interagierenden Proteine neben der jeweiligen CSN-Untereinheit dargestellt. Auftillig ist die
hiufige Bindung von Proteinen an CSNS5. Dabei gilt es zu beachten, dass bei Hefe-2-Hybrid-
Experimenten eine Bindung von CSNS5 an die GAL4 DNA-bindende Doméne gezeigt wurde,
so dass es sich bei einigen Interaktionen um unspezifische Bindungen handeln konnte

(Nordgard et al., 2001).

Obwohl bei vielen Proteinen die physiologische Relevanz einer Interaktion unklar bleibt,
scheint das CSN eine Rolle beim Zellzyklus (p27"', Vpr), bei der Signaltransduktion (PR,
SRC-1) sowie im UPS (Rbx1, Culline; siehe 1.2.5) zu spielen (zusammengefasst von (Bech-
Otschir et al., 2005)).
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c-Jun, Bcl3,
PGP9.5 (UCH),
p27kiPl p53,
LFA-1, rLHR,
MIF, PR, SRC-1,
HIF-1a., Smad4,
HPO, TRCS,

COP10 1d1, Id3, GLHs
elF3e/Int-6,

HIV-1 Vpr,
Rbx1
IP;-5/6-kinase,
elF3c, RPN6
ICSBP, TR,
Cull, Cul2,
Dax-1, COUP-TF1, IKKy, COP10,

ecdysone receptor elF3e/Int-6,

Tat-Peptide,

elF3e/Int-6, elF3c, CK2, PKD
PMF-1, COP10
CK2

Abb. 6: Modell des CSN mit den bisher bekannten interagierenden Proteinen

Interaktionen der Untereinheiten miteinander sind durch die Querverbindungen dargestellt. Assoziierte Proteine stehen an

der jeweiligen Untereinheit, mit der sie interagieren. gelb = PCI-Doméne; blau = MPN-Doméne
Es konnten direkte Wechselwirkungen zwischen Untereinheiten des CSN, 26S Proteasoms
und des elF3-Komplex gezeigt werden. Die Untereinheit elF3e/INT6 mit PCI-Doméne
interagiert mit CSN7 und bei Hefe-2-Hybrid-Experimenten mit Rpt4, CSN3, CSN6 sowie mit
CSN7 (Hoareau Alves et al., 2002). elF3c co-immunprizipitiert CSN1 und CSN8 (Yahalom
et al., 2001). Die Interaktion von eIlF3e/INT6 mit Rpn5 hat einen Einfluss auf die Aktivitit
und Lokalisation des 26S Proteasoms und beeinflusst so die Zellteilung (Yen et al., 2003).

Das CSN wird zusammen mit dem 26S Proteasom aus humanen Erythrozyten aufgereinigt
(Seeger et al., 1998). Bei Hefe-2-Hybrid-Experimenten wurde in A. thaliana eine
Wechselwirkung von Rpn6 mit der C-terminalen Doméne von atCSN1 (Kwok et al., 1999)
und in D. melanogaster eine Wechselwirkung mit CSN2/Alien gefunden (Lier and Paululat,

2002).

Auf diese Ergebnisse stiitzt sich die Hypothese eines ,,alternativen Lid*, nach der das CSN
anstelle des Lid-Subkomplexes an 20S-Base-Komplexe binden konnte (Li and Deng, 2003).
Dem widerspricht die Bindung von CSN-Untereinheiten an die Lid-Untereinheit Rpn6.

Denkbar ist auch eine Assoziation des CSN an das gesamte 26S Proteasom. Da das Proteasom
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in Zellen sehr weit verbreitet ist, miissen auch unspezifische Bindungen als Erkldrung fiir

bisher publizierte Interaktionen in Betracht gezogen werden.

1.2.4  Funktionen

Zu Beginn meiner Promotion waren zwei Aktivititen des CSN bekannt: eine Kinase- und eine

Deneddylierungsaktivitit.

1.2.4.1 Kinaseaktivitit

Bisher wurde eine Assoziation von drei Kinasen, der Inositol-1,3,4-trisphosphat-5/6-Kinase
(IP3-5/6-Kinase), der Caseinkinase 2 (CK2) und der Proteinkinase D (PKD/PKCp), am CSN
beschrieben (Sun et al., 2002; Uhle et al., 2003). Die 1P3-5/6-Kinase bindet direkt an CSNI1.
Die wahrscheinliche Bindungsstelle fiir die CK2 und PKD ist CSN3, wobei eine zusitzliche
Wechselwirkung der CK2 mit CSN7 besteht (Abb. 6).

Eine CSN-vermittelte Phosphorylierung im N-terminalen Bereich von c-Jun fiihrt zur
Stabilisierung des Proteins und steigert somit die API1-Transaktivierungsaktivitit (Seeger et
al., 1998). Dagegen fiihrt die CSN-abhéngige Phosphorylierung des Tumorsuppressors p53
zum Abbau durch das 26S Proteasom (Bech-Otschir et al., 2001). Eine Hemmung der
Kinaseaktivitét tritt durch die antiinflammatorischen und -karzinogenen Wirkstoffe Curcumin

(Henke et al., 1999) und Emodin (Uhle et al., 2003) auf.

1.2.4.2 Deneddylierungsaktivitit

Erstmals konnte 2001 in S. pombe die Deneddylierung von Cullinen mit dem CSN-Komplex
in Zusammenhang gebracht werden. Die csn-Mutanten weisen fast ausschlieBlich Culline in
der neddylierten Form auf, und es konnte eine Bindung von Cull und Rbx1 an CSN2, 6 und
den N-Terminus von CSN1 gezeigt werden (Lyapina et al., 2001). Inzwischen ist diese
Deneddylierungsaktivitit dem JAMM- oder MPN'-Motiv innerhalb der MPN-Domine von
CSNS5 zugeordnet worden (Cope et al., 2002). Das katalytische Zentrum bilden dabei zwei
Histidine, ein Aspartat sowie ein weiter entfernt liegendes Glutamat, welche ein Zinkion

koordinieren (Abb. 7).
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1 53 143 233242 334
CSN5/Jab1 | MPN | I
NES
JAMM/MPN+ | prLLELLW
78 138 140 151
E----(x}y----HxH-—-(z}; o---D

Abb. 7: Das JAMM/MPN"-Motiv innerhalb der MPN-Doméne von CSN5

Die vier das katalytische Zentrum bildenden Aminosauren (E - H - H - D) sind rot hervorgehoben (Wei and Deng, 2003).
Die enzymatische Aktivitdit der CSNS5-Untereinheit konnte bis jetzt nur in der
komplexgebundenen, nicht aber in der frei vorliegenden Form gezeigt werden (Cope et al.,

2002).

Die Kiristallstruktur eines prokaryotischen Proteins mit JAMM-Motiv aus Archaeoglobolus
Sfulgidus (AF2198) wurde 2003 geldst (Tran et al., 2003). Die Struktur dhnelt dabei weniger
einer Metalloprotease, wie bisher vermutet, als vielmehr einer Deaminase, der eine Helix-

Struktur fehlt (Abb. 8).

Abb. 8: Strukturvergleich eines Proteins mit JAMM-Motiv mit einer Deaminase

(a) Struktur einer Untereinheit der tetrameren Cytidindeaminase (PDB ID code 1jtk) und (b) des prokaryotischen Proteins
AF2198 mit JAMM-Motiv aus Archaeoglobolus fulgidus. Die zusétzliche Helix der Deaminase ist rot, das Zinkion griin
hervorgehoben (Tran et al., 2003).

1.2.5 Das CSN als Komponente des Ub-26S Proteasomsystems

Die intrinsischen und assoziierten Aktivititen des CSN tragen in vielerlei Hinsicht zur
Regulation des UPS bei. Durch die Phosphorylierung von c-Jun und die Bindung von Id3 am
CSN wird der Abbau dieser Transkriptionsregulatoren durch das UPS verhindert (Berse et al.,
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2004; Naumann et al., 1999). Die direkte Bindung des CSN an Culline mit anschlieBender
Deneddylierung durch CSNS5 in vitro fiihrt zu einer Verminderung der Ligaseaktivitit
(Lyapina et al., 2001). In vivo konnte jedoch eine Steigerung der Ligaseaktivitit abhéngig
vom CSN beobachtet werden (Cope et al.,, 2002). Diese Diskrepanz konnte noch nicht

vollsténdig erklédrt werden.

Wolf et al. postulieren ein Modell, bei dem das CSN als eine Art Plattform zur
Reassemblierung von spezifischen E3-Komplexen dient (Wolf et al., 2003). Durch die
Abspaltung von Nedd8 vom Cullin durch das CSN kommt es zur Dissoziation des F-Box-
Proteins. Die Bindung von E2s an die Ub-Ligase wird ebenfalls verhindert. Im ndchsten
Schritt konnte dann die erneute Neddylierung zur Anlagerung eines neuen F-Box-Proteins mit

spezifischem Substrat erfolgen.

Beim SCF-Komplex ist noch ein weiteres Protein, CANDI (Cullin-associated NEDDS-
dissociated protein 1), in den dynamischen Prozess der Reassemblierung involviert (Cope and
Deshaies, 2003). CANDI1 bindet an deneddyliertes Cull und inhibiert die Ub-Ligaseaktivitét,
da es den Bindungsplatz fiir Skp1 (Zheng et al., 2002) oder den des CSN (Min et al., 2005)
blockiert. Die Neddylierung fiihrt zur Dissoziation von CAND1 und ein neues F-Box-Protein
wird iiber Skpl gebunden. Zur Beantwortung der Frage, welche Funktionen CAND1 und das
CSN genau in diesem Prozess der E3-Ligase-Assemblierung wahrnehmen, bedarf es jedoch

noch weiterer Forschung.

Trotz der Ahnlichkeiten zwischen dem CSN und dem Lid-Subkomplex sind bis heute keine
Interaktionen zwischen E3 Ligasen und dem Lid bekannt. Die wenigen bekannten Ub-Ligasen
binden direkt an die Base-Untereinheiten des 26S Proteasoms (Corn et al., 2003; Xie and
Varshavsky, 2002).
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2 ZIELSETZUNG

Das COP9 Signalosom ist ein konservierter Multiproteinkomplex, der in hdheren Eukaryoten
essentiell ist. Seine genaue Funktion und Bedeutung konnte in der Zelle bis heute nicht
aufgekliart werden. Die Hinweise auf eine Beteiligung am UPS und der Signaltransduktion
scheinen jedoch eindeutig. In dieser Arbeit sollten weitere Schritte zur Charakterisierung des

Komplexes unternommen und Erkldrungen zu seiner Funktion gefunden werden.

Zu Beginn meiner Promotion waren noch keine systematischen Bindungsstudien durchgefiihrt
worden, die eine physische Interaktion des CSN mit dem 26S Proteasom zeigen. Deshalb
sollte zundchst die Hypothese des CSN als ,,alternativer Lid“, d.h. Bindung des CSN an den
Base-Subkomplex anstelle des Lid, untersucht werden. Hier sollten verschiedene Methoden
sowohl in vivo als auch in vitro angewendet werden, die eine Priparation der
Proteinkomplexe unter optimierten Bedingungen aus geeignetem Ausgangsmaterial
einschlossen. Ebenfalls sollte die Mdglichkeit einer Interaktion des CSN mit dem gesamten
26S Proteasom getestet werden. Weiterhin galt es, eine funktionelle Bedeutung fiir diese
mogliche Interaktion zu finden und einen Einfluss einerseits auf die Peptidase- und

andererseits auf die Proteaseaktivitit des 26S Proteasoms zu iiberpriifen.

In einem zweiten Schritt sollte nach weiteren assoziierten Proteinen neben den bekannten
Kinasen am CSN gesucht werden, die moglicherweise auch neue Aktivititen am CSN
bereitstellen. Als Hinweis dienten vorliegende Ergebnisse aus Elektronenmikroskopiestudien
des CSN mit goldmarkiertem Tetra-Ub (Uby), die eine Assoziation mit einem DUB nahe

legten.
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3 MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 MATERIALIEN

3.1.1 Verwendete Primer

Alle Primer wurden bei der Firma Biotez bestellt.

Oligonukleotid- Sequenz (5° — 37) Beschreibung

bezeichnung

THR2 AAG CTT TTA GTT AGT GTG CAT| Hindlll-Schnittstelle vor nt 2859-2835 der
ACA GTTTTC A CDS von USP15

THR4 CTA GTC GAC TTA GTT AGT GTG| Sall-Schnittstelle vor nt 2946-2926 der CDS
CAT ACA GT von USP15

THRS5 CAA ATC AAC CTT AGT TGC TCC| nt 1281-1249 der CDS von USP15 mit
TGA GTG TGC TAA G Punktmutation Cys 422 zu Ala

THR6 TTG CTG ATG TTC TTT AGC ATT| nt 2364-2332 der CDS von USPI5 mit
CGG ACA ATA CCA Punktmutation Cys 783 zu Ala

THR7 CTT AGC ACA CTC AGG AGC AAC| nt 1272-1239 der CDS von USP15 mit
TAA GGT TGA TTT G Punktmutation Cys 419 zu Ala

THS2 GAG CTC TTA TGG CGG AAG GCG| Sacl-Schnittstelle vor nt 1-23 der CDS von
GAG CGG CGG A USP15

THS4 GCA AAG CTT ATG GCG GAA GGC| HindlIll-Schnittstelle vor nt 1-20 der CDS von
GGA GCG GC USP15

THS5 TTA GTT TGT CCT GAG GCT GCT| nt 1249-1281 der CDS von USPI5 mit
AAG ATT TCA GTA Punktmutation Cys 422 zu Ala

THS6 TGG TAT TGT CCG AAT GCT AAA| nt 2332-2364 der CDS von USPI5 mit
GAA CAT CAG CAA Punktmutation Cys 783 zu Ala

THS7 TGG TAT TGT CCG AAT GCT AAA| nt 1239-1272 der CDS von USPI5 mit
GAA CAT CAG CAA Punktmutation Cys 419 zu Ala

UbpR2 GTA TAA CTC GAG TGT CTG AATT nt 1799-1778 der CDS von USPI5 mit

interner Xhol-Schnittstelle
UbpS3 AAT TCA GAC ACT CGA GTT ATA C nt 1778-1799 der CDS von USPI5 mit
interner Xhol-Schnittstelle

USP15-S932A F |GGC ATC CCA TTA GAA GCT GAT| nt 2779-2811 der CDS von USP15 mit
GAA GAT AGC AAT Punktmutation Ser 932 zu Ala

USP15-S932A R |ATT GCT ATC TTC ATC AGC TTC| nt 2811-2779 der CDS von USPI5 mit

TAA TGG GAT GCC

(CDS = codierende DNA-Sequenz; nt = Nukleotid)

Punktmutation Ser 932 zu Ala
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3.1.2  Vektoren

pCR2.1

pQE3x
pcDNA3-Flag

pCMV-Tag3A
pSG5-Rbx1-zz

3.1.3

Anti-a6 (C2)
Anti-CSN1
Anti-CSN2
Anti-CSN3
Anti-CSN5
Anti-CSN6
Anti-CSN7a
Anti-E7
Anti-Flag
Anti-GFP
Anti-GST
Anti-Hisg
Anti-Mdm?2 (OP46)
Anti-Mu01950_95g
Anti-c-Myc
Anti-Rbx1
Anti-Rpn2 (S1)
Anti-Rpn7 (S10a)
Anti-Rpn8 (S12, P8)
Anti-Rpt2 (S4)
Anti-Rpt3 (S6b)
Anti-Rpt5 (S6a)

Anti-20S
Anti-Ubiquitin
Anti-USP15
Anti-mouse-POD
Anti-rabbit-POD

TA Cloning Vektor (Invitrogen)

Vektor zur Generierung von N-terminalen His-Tag Proteinen (Qiagen)

Vektor fiir eukaryotische Expression, N-terminaler Flag-Tag (von M.
Naumann, Universitit Magdeburg)

Vektor fiir eukaryontische Expression, N-terminaler myc-Tag (Stratagene)
Vektor fiir eukaryotische Expression mit Rbxl ¢cDNA und C-terminalem zz-
Tag (von M. Seeger, Inst. f. Biochemie, Charité)

Verwendete Antikorper

Maus, monoklonal, WB 1:2000, IP 5-10ul, von C. Hendil (Danemark)
Kaninchen, polyklonal, WB1:5000, Biomol, Affiniti

Kaninchen, polyklonal, WB 1:2000

Kaninchen, polyklonal, WB 1:2000

Maus, monoklonal, WB 1:5000, von B. Christy

Kaninchen, polyklonal, WB 1:2000

Kaninchen, polyklonal, WB 1:2000, IP 10-15 pl

Maus, monoklonal, WB 1:300, Santa Cruz Biotechnology

Maus, monoklonal, WB 1:1000, Sigma

Maus, monoklonal, WB 1:2000, Covance Research Products Inc.
Kaninchen, polyklonal, WB 1:1000, Santa Cruz Biotechnology

Maus, monoklonal (RGS-Hisg), WB 1:2000, Qiagen

Maus, monoklonal, WB 1:1000, Merck Biosciences, Calbiochem
Maus, monoklonal (14G2), WB 1:200, von Dr. A. Zvirbliene (Litauen)
Maus, monoklonal, WB 1:200, Oncogene

Kaninchen, polyklonal, WB 1:2000, Zymed Laboratories Inc.

Maus, monoklonal, WB 1:2000, von C. Hendil (Kopenhagen, Dénemark)
Kaninchen, polyklonal, WB 1:2000

Schaf, polyklonal, WB 1:1000

Kaninchen, polyklonal, WB 1:2000, von C. Gordon (Edinburgh, UK)
Kaninchen, polyklonal, WB 1:1000, Biomol, Affiniti

Kaninchen, polyklonal, WB 1:1000, von M. Rechsteiner (Salt Lake City,
USA)

Kaninchen, polyklonal, WB 1:2000, Biomol, Affiniti

Kaninchen, polyklonal, WB 1:500, Dako

Kaninchen, polyklonal, WB 1:2000-5000

Schaf, WB 1:2000-3000, Seramun

Schaf, WB 1:2000-3000, Seramun

WB = Westernblot; [P = Immunprézipitation

3.14  Gerite

Agarosegelkammer
Bilddokumentationssystem
Brutschrank

Elektroporationsgerat
Feinwaagen
FPLC System + Séulen

Gefrierschrianke

Geltrockner
Heizblock

horizontale Agarosegelkammer (Renner GmbH)
UV-Systeme (Intas)

Modell B 5090 E (Kendro Laboratory Products)
Modell function line (Kendro Laboratory Products)
EasyjecT Optima (Flowgen Bioscience Limited)
BP221S und BP610 (Sartorius)

(Amersham Biosciences)

Saulen: ResourceQ und MonoQ (5/50 GL)
-20°C Comfort (Liebmann)

-80°C (Liebmann)

Phero-temp 40 (Biotec-Fischer)

Thermomixer comfort (Eppendorf)
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Kiihlzentrifugen

Magnetriihrer
Mikroskop
Fluoreszenz-
Mikrotiterplattenscanner
Nativgelsystem
PCR-Thermocycler
pH-Meter
Photometer
Pipetten

Schiittler
SDS-PAGE System
Spannungsquelle
Tischzentrifugen

Ultraschallgerét
Ultrazentrifugen + Rotoren

Vakuumtrockner
Vortexer

Wasserbad
Westernblotsystem
Zellkulturinkubator
Zentrifugen + Rotoren

3.1.5

Dialysemembran
Filterpapier
Filterzentrifugeneinheit
Gradientengel 4-15%
Kiivetten

Nitrocellulosemembran
Pipettenspitzen
Reaktionsgefalie

Rontgenfilme
Plastikpipetten
Zellkulturflaschen
Ultrazentrifugen-Réhrchen

3.1.6  Chemikalien

Aktivkohle
Ampicillin
Aprotinin

APS

ATP

Curcumin
DEAE Cellulose

DNA-Marker: 1 kb DNA-Ladder

Emodin
Ethidiumbromid

Biofuge 15R (Kendro Laboratory Products)

Modell J2-21 (Beckman Coulter)

MR 3001K (Heidolph Instruments)

Wilovert 30 (Helmut Hund GmbH)

FluoStar Reader + Easy-Software Version 7.01 (Tecan)
Fluoroscan II (Labsystems)

Phast System (Amersham Biosciences)

Tpersonal (Biometra)

pH 330 (WTW)

Ultrospec 1000 (Amersham Biosciences)

1 ml, 200 pl, 20 pl (Gilson International)

Unimax 2010 (Heidolph Instruments)

Mini-Protean 3Cell (Bio-Rad Laboratories)
Power-Supply, Power Pac 300 (Bio-Rad Laboratories)
Biofuge fresco (Kendro Laboratory Products)
Megafuge 1.0 R (Kendro Laboratory Products)
Sonoplus GM70 (BANDELIN electronic)

L7-55und L-70 (Beckman Coulter)

Rotoren: SW28 und SW40

Speed Vac (Savant)

Reax control (Heidolph Instruments)

Modell C10 (Thermo Electron Cooperation)

Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories)
HERACcell (Kendro Laboratory Products)

J2-HS und Avanti J-25 (Beckman Coulter)

Rotoren: JA10, JA14, JA20, JA25.50

Verbrauchsmaterialien

MWCO 6 - 8000 (Spectrum Europe)

GBO002 Gel-blotting-Papier (Schleicher & Schuell)

Amicon Ultra 10000 MWCO (Millipore)

PhastGel (Amersham Biosciences)

Quarzkiivetten Suprasil (Hellma)

Elektroporation 25 x 2 mm (PEQLAB Biotechnologie)
Acrylkiivette (Sarstedt)

Trans-Blot Transfer Medium (Bio-Rad Laboratories)

10 pl, 200 pl, 1 ml (Sarstedt)

0,5 ml Safe-Lock tubes (Eppendorf)

1,5 ml, 2 ml, 15 ml und 50 ml, steril (Greiner Bio-One GmbH)
X-Omat UV Film und Biomax MR (Kodak)

2 ml, 5 ml, 10 ml und 25 ml, steril (Sarstedt)

25 cm?® (50 ml); 75 cm? (250 ml), 182 cm? (650 ml) (Greiner Bio-One GmbH)
25 x 89 mm Polyclear Réhrchen fiir SW28 (Beranek)

14 x 95 mm Polyclear Réhrchen fiir SW40 (Beranek)

(Roth)

(Sigma-Aldrich)

(Sigma-Aldrich)

(Roth)

(Roche Diagnostics)

(Roth)

(Sigma-Aldrich)

(Invitrogen, Life Technologies)
(Merck Biosciences, Calbiochem)
(Roche Diagnostics)
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Fetales Kélberserum (FCS)

[y-*P]ATP

Imidazol

Kanamycin

Kreatinphosphokinase

Kreatinphosphat

MG132

Ni-NTA-Agarose + Ni-NTA Magnetagarosebeads
Lipofectamin 2000

Penicillin (50 U/ml)

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid, S0 mM in Isopropanol)
Polyacrylamid (Rotiphorese Gel 30 (37,5 : 1))
ProteinA-Sepharose CL-4B

Protein-Marker (High-Range Rainbow™ Molecular
Weight Marker)

Resveratrol

SDS

SDS-Ladepuffer Roti-Load 1 (4x-Konzentrat)
Streptomycin (50 pg/ml)

Suc-LLVY-AMC (N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-
methyl-cumarin, Endkonz. 4 mM in DMSO)
TEMED (N,N,N'N'-Tetramethylendiamin)
Trypanblau

X-Gal

(Biochrom)

(Amersham Biosciences)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(Biomol)

(Qiagen)

(Invitrogen)

(Invitrogen, Gibco)
(Roth)

(Roth)

(Amersham Biosciences)
(Amersham Biosciences)

(Merck KGaA, Calbiochem)
(Serva)

(Roth)

(Invitrogen, Gibco)
(Bachem)

(Roth)
(Roche Diagnostics)
(Stratagene)

Alle weiteren gangigen Laborchemikalien wurden von der Firma AppliChem bezogen.

3.1.7  Puffer und Losungen

10 x AB-Puffer

300 mM Tris, 100 mM KCl, 5 mM DTT pH 7,8

60% Glycerin, 0,2% Bromphenolblau, 0,2% Xylen-Cyanol in 1 x TAE
50% Glycerin, 1 mM EDTA pH 8,0, 0,4% Xylen-Orange G in 1 x TAE
20 mM Tris, 300 mM NacCl, 20 mM Imidazol, 0.005% Tween20 pH 8,0

2% [w/v] Coomassie Brilliant Blau R-250, 45% Methanol, 10% Essigsédure

6 x AuftragspufferA

5 x AuftragspufferB

Bindungspuffer 20

Bindungspuffer 40 20 mM Tris, 300 mM NaCl, 40 mM Imidazol, pH 8,0
Blockmilch 5% [w/v] Magermilchpulver in PBS

Blotpuffer 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 10% Methanol pH 8,3
Coomassie-Férbelosung

Entfarberlosung 10% Essigséure, 30% Methanol

Mono-Lysispuffer

50 mM Tris, pH 8,0, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA ergénzt

mit 2 mM ATP, S mM MgCl,, 10 pg/ml Aprotinin, | mM PMSF

8 g NaCl, 1,35 g Na,HPO,, 0,2 g KH,PO,, in 800 ml dH,O 16sen, auf pH 7,4

20 mM Tris, pH 7,2, 50 mM KCl, 5% Glycerin, 1 mM B-Mercaptoethanol
20 mM Tris, pH 7,2, 50 mM KCl, 10% Glycerin, 1 mM B-Mercaptoethanol
20 mM Tris, pH 7,2, 50 mM KCl, 40% Glycerin, 1 mM p-Mercaptoethanol
20 mM Tris, pH 7,2, 400 mM KCI, 10% Glycerin, 1 mM B-Mercaptoethanol
20 mM Tris, pH 7,2, 1 M KCl, 10% Glycerin, 1 mM B-Mercaptoethanol

10 mM CaCl,, 15% Glycerin, 30 mM KAc, pH 5,8, 100 mM RbCl, 50 mM

Lysispuffer 40 mM Tris, pH 7,2, 0,2% NP40, 2 mM B-Mercaptoethanol
PBS
einstellen mit HCI, ad 11
PBST PBS + 0,1% Tween
Ponceau-Fiarbelosung 0,2% Ponceau S in 5% Trichloressigsdure
Puffer A5
Puffer A10
Puffer A40
Puffer B400
Puffer B1000
SDS-Laufpuffer 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS in dH,0
Strippingpuffer 62,5 mM Tris, pH 6,7, 100 mM B-Mercaptoethanol, 2% SDS
10 x TAE 0,4 M Tris, 20 mM EDTA mit Essigsdure pH 8,5 einstellen
TFB1
MHC12
TFB2

10 mM MOPS, pH 7,0, 10 mM RbCl, 75 mM CacCl,, 15% Glycerin
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Triple-Lysispuffer 50 mM Tris, pH 8,0, 150 mM NacCl, 0,5% Natriumdesoxycholat, 0,1% SDS,
1% NP-40, 0,02% Natriumazid, ergdnzt mit 10 pg/ml Aprotinin und 1 mM
PMSF

Alle Puffer und Losungen wurden, sofern nicht anders angegeben, mit Aqua dest. angesetzt.

3.1.8  Néihrmedien

LB-Medium 1% [w/v] Bacto-Trypton (BD, Difco), 0,5% [w/v] Hefeextrakt (Merck), 1%
NaCl, pH 7,5

LB-Agar LB-Medium mit 1,5% Bacto-Agar (BD, Difco)

SOB-Medium 2% Bacto-Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5mM KCI, pH
6,8-7,0

SOC-Medium SOB-Medium mit 10 mM MgCl, und 20 mM Glucose

Als Antibiotika wurden Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 pg/ml und Kanamycin

in einer Endkonzentration von 25 pug/ml verwendet.

3.1.9  Enzyme und Kits

CK2 (rekombinant, 1 U/mg) (Merck KGaA, Calbiochem, Biomol)
dNTP Set (4 50 mM) (Invitek)

Dpn 1(20000 U/ml) (New England Biolabs)

ECL™ western blotting detection reagent (Amersham Biosciences)

EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen)

GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences)

Invisorb Spin Plasmid Mini Kit (Invitek)

A-Proteinphosphatase (New England Biolabs)

NEBI1, NEB2, NEB3 und NEB4 mit BSA (New England Biolabs)

Pfu DNA-Polymerase mit 10 x Pfu-Polymerase-Puffer (Promega)

Restriktionsenzyme (New England Biolabs)

PKD (rekombinant, 450 U/mg) (Merck KGaA, Calbiochem, Biomol)
T4 DNA Ligase (New England Biolabs)

TA Cloning Kit (Invitrogen, Gibco)

Tag DNA-Polymerase (1 U/ul) mit 10 x Taq-Polymerase-Puffer ~ (Roche Diagnostics)

3.1.10 E. coli-Stimme

DHS5a F" 80dlacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17 (r’, mg ')
supEA44 thi-1 gyrA96

INVaF’ (Invitrogen) F" relAl ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 LA recAl endAl hsdR17
(1, m") supE44 thi-1 gyrA96

M15 [pRep4] (Qiagen) Nal®, Str’, Rif®, Thi, Lac, Ara’, Gal', Mtl, F, RecA", Uvr', Lon"

SG13009 [pRep4] (Qiagen) Nal®, Str’, Rif®, Thi, Lac, Ara’, Gal', Mtl, F, RecA", Uvr', Lon"
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3.1.11 Eukaryotische Zelllinien

HeLa adhéarente, humane Cervixkarzinomzelllinie
B8 murine Fibroblastenzelllinie aus BALB/c C4 Zellen, stabil transfiziert mit
MCMYV IE1-Gen, Expression von pp89 (Groettrup et al., 1997)

Die eukaryontischen Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Fiir
HeLa-Zellen wurde als Medium RPMI 1640 (Biochrom), fiir B8-Zellen Basal ISCOVE
Medium (Biochrom) mit jeweils 10% hitzeinaktiviertem FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml

Streptomycin und 2 mM L-Glutamin verwendet.

Fiir die transiente Transfektion wurde als Zellkulturmedium Opti-MEM (Invitrogen, Gibco)

eingesetzt.

3.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

3.2.1  Klonierung von humanen USP15-Konstrukten

Die Klonierung erfolgte in zwei Teilen (N- und C-termUSP15) mittels PCR (3.2.6) aus einer
HeLa cDNA-Bank unter Verwendung der internen Xhol-Schnittstelle. Es wurden fiir die erste
PCR die Primer THS2 und UbpR3 (3.1.1), fiir die zweite PCR die Primer UbpS3 und THR2
verwendet. Gemdll den Angaben des TA Cloning Kit folgte die Ligation in pCR2.1 und die

Transformation in INVaF’ E. coli.

Anschliefend wurden beide Vektoren mit X#ol verdaut. Dabei wurde der Vektor pCR2.1-N-
termUSP15 gedffnet und dephosphoryliert und das C-termUSP15-Fragment aus pCR2.1-C-
termUSP15 ausgeschnitten. Die Ligation lieferte pCR2.1-USP15.

Die anschlieBende Sequenzierung ergab die Sequenz der Spleilvariante 2 des USP15
(SWISS-PROT: Q9Y4ES8-2) mit zwei Mutationen, T246C und T1248C, die keinen Einfluss

auf die Aminosduresequenz haben.

Unter Verwendung von Sacl und Hindlll wurde dann USP15 in pQE32 zur Generierung eines

Proteins mit N-terminalem His-Tag umkloniert.

Das Fragment USP15 (1-488) wurde durch Restriktionsverdau des Vektors pCR2.1-N-
termUSP15 mit Sacl und Pstl und Umklonierung in den Vektor pQE32 gewonnen. Zur
Generierung des Fragmentes USP15 (724-952) wurde der Vektor pCR2.1-C-termUSP15 mit
BamH1 und Hindlll geschnitten und das Fragment in den Vektor pQE31 umkloniert.
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Fiir die Expression in eukaryotischen Zellen wurde eine PCR mit der Pfu-DNA-Polymerase
mit den Primern THS4 und THR4 und pQE32-USP15 als Matrize durchgefiihrt. Das
Fragment wurde iiber Sa/l und HindIll in den Vektor pPCMV-Tag3B kloniert.

Fiir den Austausch von einzelnen Aminosduren in der USP15-Sequenz wurden eine PCR mit
der Pfu-DNA-Polymerase mit den Primerpaaren THSS5/THRS, THS6/THR6 sowie
THS7/THR7 jeweils mit den Vektoren pQE32-USP15 und pCMV-Tag3B-USP15 als
Matrizen durchgefiihrt. Nach Aufreinigung der PCR-Ansédtze (GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit) wurde ein Dpnl-Verdau fiir 1 h bei 37°C durchgefiihrt und die linearisierten
Plasmide direkt in die E. coli-Stamme M15 bzw. DH5a transformiert (3.2.14, 3.2.15).

322 Anzucht von E. coli-Stimmen

Die E. coli-Kulturen wurden bei 37°C mit 180 rpm in LB-Medium mit entsprechendem
Antibiotikum geschiittelt. Bis zu 15 ml Medium wurden mit einer Einzelkolonie oder
Glycerinkultur beimpft und iiber Nacht inkubiert. Die Bakterienvermehrung wurde durch

Messung der optischen Dichte bei 600 nm (ODggo) kontrolliert.

3.2.3  Kryokonservierung

Es wurde 1 ml einer E. coli-Ubernachtkultur 2 min mit 13000 rpm bei RT abzentrifugiert und
das Pellet in 50 ul LB-Medium mit 40% Glycerin und entsprechendem Antibiotikum
resuspendiert, 30 min auf Eis inkubiert und bei -80°C gelagert.

3.2.4  Plasmidisolierung

3.2.4.1 Die schnelle DNA-Isolierung

Zu 0,5 ml einer Ubernachtkultur wurden 0,5 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
zugesetzt, 1 min kréftig geschiittelt und fiir 5Smin bei 13000 rpm zentrifugiert
(Tischzentrifuge). Aus der oberen Phase wurden 400 pl zur Féllung in 280 pl Isopropanol
(RT) tberfiihrt. Nach kurzem Schiitteln erfolgte eine erneute Zentrifugation fiir 5 min bei
13000 rpm. Das Pellet wurde zweimal mit je 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen und

anschlieend im Vakuumtrockner oder an der Luft getrocknet. Die Resuspension erfolgte in

25 },Ll Hzo.
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3.2.4.2 Mini-Priap

Die Plasmidisolierung wurde aus 2 ml Ubernachtkultur gemiB den Herstellerangaben
durchgefiihrt  (Invitek). Die DNA wurde mit 50ul dHO eluiert. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch (3.2.5) oder durch Abschitzung auf dem

Agarosegel.

3.2.43 Maxi-Prip

Zur Gewinnung groler DNA-Mengen wurde zundchst eine Vorkultur von 2 ml angesetzt und
mit dieser 150 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum angeimpft und iiber Nacht
inkubiert. Die Maxi-Préparation erfolgte entsprechend den Herstellerangaben (Qiagen). Die
getrocknete DNA wurde in 2 ml PBS gelost und in Aliquots bei -80°C gelagert.

3.2.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Es erfolgte eine photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA basierend auf dem
Lambert Beerschen Gesetz durch Messung der Extinktion bei 260 nm. Vereinfacht gelten bei
einer Absorption von eins folgende Konzentrationen fiir Nukleinsduren: dsDNA 50 pg/ml,

ssDNA 37 pg/ml, RNA 40 pg/ml.

3.2.6  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fir einen 50 pl-Ansatz mit der 7Tag-DNA-Polymerase wurden folgende Reagenzien

verwendet:
Volumen Reagenz Endkonzentration

5ul 10 x Tag-DNA-Polymerase-Puffer mit Magnesium 1x
1l HelLa cDNA-Bank

1,5 pl Primer 1 (10 uM) 0,3 uM

1,5 ul Primer 2 (10 uM) 0,3 uM
Sul dNTP-Mix (je 2 mM) 200 uM
3ul Tag-DNA-Polymerase (1 U/ul) 3U

ad 50 pul ddH,0

Die PCR wurde in einem PCR-Thermocycler mit Deckelheizung und folgenden Zyklen
durchgefiihrt:
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Vorzyklus: 120 s 94°C (Denaturierung)
Hauptzyklus (30x): 30s 94°C (Denaturierung)
30s T, (Primer-Anlagerung)
XS 72°C (Verliangerung)
Endzyklus: 720 s 72°C (Vervollstandigung von inkompletten

PCR-Produkten)

Die Zeit fiir die Verlangerung ergab sich aus der Lénge des Inserts (1 min/1000 bp). Zur
Uberpriifung der PCR-Produkte wurde eine Agarose-Gelelektrophorese (0) durchgefiihrt.

3.2.7  Site-directed Mutagenese

Zur Mutation einer vorhandenen Sequenz wurde die Pfu-DNA-Polymerase eingesetzt und die

Zyklenzahl auf zwdlf verringert. Die Konzentrationen im Ansatz wurden wie folgt variiert:

Volumen Reagenz Endkonzentration
5ul 10 x Pfu-DNA-Polymerase-Puffer 1x
x ul  DNA-Matrize 50-1000 ng
2,5ul  Primer 1 (10 uM) 0,5 uM
2,5ul  Primer 2 (10 uM) 0,5 uM
10 ul  dNTP-Mix (je 2 mM) 400 uM
2 ul  Pfu-DNA-Polymerase (5 U/ul) 10U

ad 50 ul  ddH,O

Es erfolgte eine Inkubation nach folgendem Schema, wobei fiir die Verlingerung des zu

mutierenden Vektors 2 min pro 1000 bp angesetzt wurden:

Vorzyklus: 120 s 94°C (Denaturierung)
Hauptzyklus (12x): 30s 94°C (Denaturierung)
60 s 55°C (Primer-Anlagerung)
XS 68°C (Verléngerung)
Endzyklus: 720 s 68°C (Vervollstandigung von inkompletten
PCR-Produkten)

3.2.8  Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten geméil ihrer GroBe wurden 0,7 bis 1,2%ige
Agarosegele mit 0,75 ug/ml Ethidiumbromid verwendet. Die Proben wurden mit
Auftragspuffer A oder B (Endkonz. 1 x) versetzt, als DNA-Langenstandard diente ein DNA-
Marker (Invitrogen). Das Fragment mit 1636 bp entspricht 10% der Gesamtkonzentration. Als
Laufpuffer diente 1 x TAE, die Elektrophorese wurde bei 10 V/cm durchgefiihrt.
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3.2.9  Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurden diese nach der Auftrennung im Agarosegel
unter UV-Licht ausgeschnitten und mit dem Gelaufreinigungskit (Amersham Biosciences)
nach Herstellerangaben extrahiert. Die Elution erfolgte in ddH,O, die Konzentration des

gewonnenen DNA-Fragments wurde mittels Elektrophorese tiberpriift.

3.2.10 Restriktionsverdau von DNA

Fiir den Verdau wurden pro pg DNA 1-10 U Restriktionsenzym in moglichst kleinem
Volumen in Restriktionspuffer und ddH,O bei der angegebenen Temperatur (meist 37°C) fiir
mindestens 1 h, bei quantitativem Verdau in 50 ul fiir 4 h eingesetzt. Dabei durfte die
Enzymmenge nicht mehr als 10% des Gesamtvolumens betragen. Bei einem Doppelverdau
wurden je nach Herstellerangaben entweder beide Enzyme gleichzeitig eingesetzt oder eine
DNA-Prézipitation mit Ethanol nach dem ersten Verdau durchgefiihrt. Fiir den ersten Verdau
wurde in diesem Fall ein Mindestvolumen von 200 ul eingesetzt. AnschlieBend wurde die

Reaktion durch Elektrophorese iiberpriift.

3.2.11 DNA-Prézipitation mit Ethanol

Die DNA-Losung wurde mit 1/10 des Volumens an Natriumacetat (3 M, pH 5,2) und 2,5-
fachem Volumen 96%igem kaltem Ethanol versetzt und fiir 30 min auf Eis gelagert.
AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation fiir 20 min bei 13000 x g und die prazipitierte DNA
wurde zweimal mit 500 ul 70%igem Ethanol gewaschen. Die DNA wurde in der
Vakuumzentrifuge getrocknet und anschlieBend in einem geeigneten Volumen ddH,O

aufgenommen.

3.2.12 Ligation

Es wurden ca. 10— 100 ng linearisierter Vektor mit 10 x Ligationspuffer, geschnittenem
Insert und 0,5 pl (5 U/pul) T4-DNA-Ligase mit ddH,O auf 20 pl aufgefiillt und iiber Nacht bei
14°C oder fir 3—4h bei RT inkubiert. Die Insert/Vektor-Verhéltnisse 1:1, 3:1 und 5:1

wurden verwendet.

Fiir das TA Cloning wurde der PCR-Ansatz direkt mit dem linearisierten Vektor pCR2.1

entsprechend den Angaben des Herstellers inkubiert.
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3.2.13 Herstellung kompetenter E. coli-Bakterien

3.2.13.1 Bakterien fiir Elektroporation

Zu 250 ml LB-Medium mit Kanamycin wurden 3 ml einer Ubernacht-Kultur der E. coli-
Staimme M15 oder SG13009 pipettiert und bis zu einer ODg von 0,5 bei 37°C kultiviert. Die
Zellen wurden 30 min auf Eis gestellt und danach bei 3800 rpm (Tischzentrifuge) 15 min bei
4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 250 ml kaltem, sterilem ddH,O resuspendiert und 20
min bei 3800 rpm abzentrifugiert. Die Zellen wurden anschlieBend in 125 ml kaltem ddH,O
aufgenommen und erneut abzentrifugiert. Danach wurden die Zellen in 5 ml kalter 10%iger
Glycerin-Losung aufgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 3800 rpm 20 min
abzentrifugiert und in 1,5 ml 10%iger Glycerin-Losung resuspendiert. Die kompetenten

Zellen wurden aliquotiert (zu 55 pl) und bei -80°C gelagert oder direkt verwendet.

3.2.13.2 Bakterien fir Transformation durch Hitzeschock

Es wurde 1 ml einer Ubernacht-Kultur des E. coli-Stammes DH5a. oder BL21 in 100 ml LB-
Medium bei 37°C bis zu einer ODgg von 0,5 inkubiert, die Zellen 30 min auf Eis abgekiihlt
und 15 min bei 3800 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 30 ml kaltem TFBI1
resuspendiert, 15 min auf Eis inkubiert, erneut zentrifugiert und das Pellet in 4 ml kaltem
TFB2 gelost. Es wurden 100 oder 400 ul Aliquots bei —80°C gelagert oder die Bakterien

direkt zur Transformation eingesetzt.

3.2.14 Transformation von Bakterien durch Elektroporation

Pro Ansatz wurden 50 ul elektrokompetente Bakterien auf Eis angetaut und mit der DNA (2 —
5 pl aufgereinigter Ligations- oder Mutations-PCR-Ansatz oder 5 — 10 ng Plasmid-DNA)
vermischt. Nach Inkubation fiir 2 min auf Eis wurde der Ansatz in eine vorgekiihlte
Elektroporationskiivette liberfithrt und die Elektroporation mit 335 Q, 15 pF und 2,5 kV/cm
durchgefiihrt. Die Bakterien wurden sofort in 1 ml SOC-Medium iiberfiihrt, 60 min bei 37°C

inkubiert und anschlieBend auf selektiven LB-Platten ausgestrichen.

3.2.15 Transformation von Bakterien durch Hitzeschock

Pro Transformationsansatz wurden je 100 pl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit 2 - 5 pl

Ligationsansatz vermischt und 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte der
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Hitzeschock fiir 1 min bei 42°C. Die Zellen wurden 2 min auf Eis abgekiihlt, mit 1 ml SOC
versetzt und 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen auf selektiven LB-Platten

ausgestrichen.

33 PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN

3.3.1  Préparation rekombinanter Proteine

Zur Generierung rekombinanter Proteine wurde das pQE3x-System von Qiagen verwendet,
welches Proteine mit R-G-S-Hg-Tag am N-Terminus generiert. Es wurden sowohl native als
auch Aufreinigungen unter denaturierenden Bedingungen mit Ni-NTA-Agarose gemil3 den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Proteine wurden anschlieBend entweder mit Puffer
A10 umgepuffert oder schrittweise gegen PBS dialysiert und auf das gewliinschte Volumen
eingeengt. Mittels SDS-PAGE (3.3.3) wurde die Reinheit und Konzentration {iberpriift.

3.3.2  Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Proteinbestimmung erfolgte durch UV-Absorptionsmessung mit folgender Formel nach

(Warburg, 1941):
mg Protein pro ml = 1,55 x Azgo — 0,76 x Azep ,

wobei Azgo und Ajyep die Absorptionswerte bei 280 bzw. 260 nm sind und mit einer 1 cm-UV-

Kiivette gemessen wurde.

3.3.3  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
(variiert nach (Laemmli, 1970))

Bei der SDS-PAGE wurden Proteine mit dem Biorad-System geméaf ihrem Molekulargewicht
unter denaturierenden Bedingungen in SDS-Gelen (Endkonz. 7,5% bis 18% Polyacrylamid)

aufgetrennt. Fiir zwei 0,75 mm Gele wurden folgende Losungen angesetzt:

Trenngel (x%, 10 ml): 2,5 ml Trenngelpuffer, x ml 30% Polyacrylamid, 100 ul SDS (10%),
50 ul APS (10%), 5 ul TEMED, ad. H,O

Sammelgel (5%, 3 ml): 750 ul Sammelgelpuffer, 500 pul 30% Polyacrylamid, 30 ul SDS
(10%), 15 ul APS (10%), 3 ul TEMED, ad. H,O
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Proteinlosungen wurden zundchst mit SDS-Ladepuffer (Endkonz. 1 x) versetzt, zur
Denaturierung 5 min aufgekocht und anschlieBend auf das Gel geladen. Als Standard wurde
ein Protein-Marker verwendet. Die Trennung erfolgte bei einer Spannung von 160 V fiir etwa

1 h.

3.3.4  Native Polyacrylamidgelelektrophorese (Nativ-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinkomplexen wurden 4 - 15%ige Gradientengele im PhastGel
System nach folgendem Programm getrennt, wobei die Proben im zweiten Schritt auf das Gel

aufgebracht werden:

10 Vh mit 400 V, 10 mA, 2,5W, 10°C;

2 Vh mit 400 V, 1 mA, 2,5W, 10°C;
150 Vh mit 400 V, 10 mA, 2,5W, 10°C;
250 Vh mit 10V, 0,1 mA, 1 W, 10°C.

AnschlieBend erfolgte die Coomassie-Farbung (3.3.5) oder der Westernblot (3.3.6).

3.3.5 Coomassie-Fiarbung von Polyacrylamidgelen

Nach der Elektrophorese wurden die Gele fiir 20 - 30 min in Coomassie-Farbelosung gefarbt
und die iiberschiissige Farbe aus dem Gel durch mehrmaliges Waschen mit Entfarberlosung

entfernt. Die Gele wurden auf Filterpapier bei 80°C fiir 90 min getrocknet.

3.3.6  Westernblot und Immundetektion

Die aufgetrennten Proteine wurden im elektrischen Feld aus dem Polyacrylamidgel auf eine
Nitrocellulosemembran iiberfiihrt. Gel und Membran wurden zwischen je zwei Lagen
Filterpapier in das Westernblotsystem eingespannt und der Westernblot mit Blotpuffer bei
konstanter Stromstirke von 250 — 300 mA fiir 1,5 -2 h bei RT oder 100 mA tiiber Nacht bei
4°C durchgefiihrt. Nach dem Transfer wurde die Membran mit Ponceau S gefarbt (3.3.7) und
anschliefend fiir 1 h bei RT mit Blockmilch inkubiert. Die Inkubation mit Primarantikdrper
(in 5% Milch-PBST bzw. PBST) erfolgte {iber Nacht im Kiihlraum oder fiir 1 —2 h bei RT.
Nach dreimaligem Waschen mit PBST wurde die Membran mit Sekunddrantikdrper
(Peroxidase-gekoppelt) fiir 1h bei RT inkubiert. Uberschiissige Antikorperldsung wurde
erneut durch Waschen mit PBST (3 x 10 min) entfernt. Die Detektion erfolgte mittels ECL-

Technik nach Herstellerangaben mit X-Omat UV Filmen.
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3.3.7  Ponceau S-Fiarbung von Nitrocellulosemembranen

Proteine (>100 ng) auf Nitrocellulosemembranen wurden mit Ponceau-Féarbelosung fiir 3 min

rot angefarbt und anschlieBend der Hintergrund durch mehrmaliges Spiilen mit H,O entférbt.

3.3.8  Far-Westernblot (Filterbindungs-Assay)

Die rekombinanten Proteine (je 1 pg) oder der gereinigte CSN-Komplex wurden nach der
SDS-PAGE auf Nitrocellulose iiberfiihrt. Die Membran wurde mit Ponceau S gefarbt und
anschlieend mit Blockmilch fiir 1 h bei RT inkubiert. Die immobilisierten Proteine wurden
mit moglichen Interaktionspartnern (1 —2 pg/ml in PBS) fiir 2 h bei RT inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBST wurde die Membran mit dem entsprechenden priméren
Antikorper gegen den Interaktionspartner fiir 1 —2 h und anschlieBend mit sekundidrem
Antikorper fiir 1 h bei RT inkubiert. Die Proteine wurden mittels ECL-Technik (s.0.)
detektiert. Zur Erkennung unspezifischer Bindungen der Antikorper wurden die
interagierenden Proteine anschlieend durch eine Inkubation der Membran mit Stripping-
Puffer bei 55°C fiir 30 min entfernt. Danach wurde die Membran erneut blockiert und mit den

gleichen primdren und sekundiren Antikorpern getestet.

3.3.9  Préparation des COP9 Signalosoms

Die Aufreinigung des Komplexes stellt eine Modifizierung nach Seeger et al. dar (Seeger et

al., 1998).

3.3.9.1 Lyse der Erythrozyten

Die gesamte Aufreinigung mit allen Puffern und Instrumenten wurde bei 4°C durchgefiihrt.
Als Ausgangsmaterial dienten zwei bis drei ausdatierte Erythrozytenkonzentrate, die zunéchst
dreimal mit demselben Volumen PBS gewaschen wurden. Es erfolgte jeweils eine
Zentrifugation bei 4000 x g fiir 10 min und 4°C (Rotor JA10), wobei die weille Fettschicht in
der Interphase zwischen PBS und Blutzellen moéglichst vollstindig entfernt wurde. Fiir die
Lyse durch osmotischen Schock wurden zwei unterschiedliche Puffer je nach gewiinschtem
Endprodukt gewihlt. Zur alleinigen Aufreinigung des CSN wurde das doppelte Volumen
Lysispuffer zugegeben, bei gleichzeitiger Aufreinigung von Komponenten des 26S
Proteasoms wurde eine 1:3-Verdinnung mit ddH,O vorgenommen und die Losung

mindestens 1 h bei 4°C geriihrt. Nach anschlieBender Zentrifugation bei 16000 x g fiir 1 h bei
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4°C (Rotor JA14) wurde der Uberstand vorsichtig in einen neuen Zentrifugenbecher iiberfiihrt

und erneut flir 30 min zentrifugiert.

3.3.9.2 DEAE-Ionenaustauschchromatographie

Wihrend des Waschens der Erythrozyten wurden 65 g DEAE Cellulose dreimal in Puffer A10
aquilibriert. Das gewonnene Lysat (ca. 1,5 1) wurde mit der DEAE Cellulose vereint und tiber
Nacht bei 200 rpm und 4°C gedreht. Am zweiten Tag wurde der Uberstand nach
Sedimentation der DEAE-Suspension entfernt und diese zweimal mit Puffer A10 gewaschen.
Als erster Aufreinigungsschritt erfolgte die DEAE-Ionenaustauschchromatographie durch
dichtes Packen der ca. 200 ml DEAE-Suspension in eine Sédule (SR25/45, Amersham
Biosciences) und anschlieBendes Waschen mit drei Volumina Puffer A10 bei einer Flussrate
von 2 ml/min. Die gebundenen Proteine wurden iiber Nacht mit einem linearen Gradienten
von 50 - 400 mM KCI (je 240 ml Puffer A10 und B400) bei einer Flussrate von 1 ml/min in
6 — 7 ml-Fraktionen eluiert. Die ca. 65 Fraktionen wurden mittels Westernblot und
Immundetektion sowie Peptidaseaktivititstest (3.3.11) auf Untereinheiten des CSN, 26S, 20S
und Lid untersucht. Das CSN eluiert zwischen 180 und 230 mM KCI, was zehn Fraktionen
mit einem Volumen von 60 — 70 ml entspricht, 20S und 26S eluieren bei etwas niedrigeren

Salzkonzentrationen.

3.3.9.3 Ammoniumsulfatfallung

Zur Prazipitation des CSN wurde zu den vereinten Fraktionen langsam unter Riihren
Ammoniumsulfat ((NH4)2SO4) bis zu einer Endkonzentration von 45% gegeben. Es folgte die
Zentrifugation bei 13000 x g fiir 15 min bei 4°C (JA20). Das Proteinpellet wurde in 1 —3 ml
Puffer AS resuspendiert, in eine Dialysemembran iiberfithrt und gegen 2 1 Puffer AS tiber
Nacht dialysiert. Nach der Dialyse wurde die Proteinkonzentration jedes Komplexes

photometrisch bestimmt.

3.3.9.4 Dichtegradientenzentrifugation I

Die Proteine wurden anschlieBend durch eine Dichtegradientenzentrifugation (10 - 40%
Glycerin) aufgetrennt. Lineare Gradienten mit Puffer A10 und A40 (4 17,5 ml) wurden
gegossen und mind. 1 h vorgekiihlt. Maximal 1,5 ml mit 40 - 50 mg Protein wurde auf jeden
Gradienten aufgetragen und bei 27000 rpm (96500 x g) fiir 22 h bei 4°C zentrifugiert (Rotor:

SW28). Die Gradienten wurden von unten nach oben in 20 Fraktionen zu je 1,8 ml mit einer
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Geschwindigkeit von 1 ml/min geerntet. Aliquots von je 10 ul wurden im Westernblot

tiberpriift. Das CSN sedimentiert in die Fraktionen 10 - 14.

3.3.9.5 FPLC: ResourceQ-Saule

Die CSN-enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und iiber den Superloop mit 0,8 ml/min
auf die ResourceQ Anionenaustauschersidule geladen. Mit den Puffern A10 und B1000
wurden die Proteine in einem linearen Gradient von 145 bis 430 mM KCI (entspricht
10 — 40% Puffer B1000) mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/min in 1 ml-Fraktionen eluiert.
Das CSN wurde durch Westernblot detektiert und die Reinheit in der Coomassie-Féarbung

tiberpriift. Der Komplex eluiert in zwei Hauptpeaks zwischen 280 und 350 mM KCI.

3.3.9.6 FPLC: MonoQ-Siule

Vor der Verwendung einer weiteren Anionenaustauschersdule (MonoQ) wurden die
relevanten Fraktionen in einer Filterzentrifugeneinheit auf Puffer A10 umgepuffert und
anschliefend tiber den Superloop mit 1 ml/min auf die Siule geladen. Die Elution erfolgte
nach demselben Elutionsschema wie bei der ResourceQ-Saule, wobei das feinere
Sdulenmaterial eine weitere Abtrennung storender Verunreinigungen liefert. Das CSN eluiert
bei einer Salzkonzentration von 300-350mM KClI wie im Westernblot und durch
Coomassie-Farbung getestet wurde. Meist wurden 2 - 3 Fraktionen reines CSN nach diesem
Schritt erhalten. Der Komplex ist in der hohen Salzkonzentration fiir zwei Monate auf Eis

stabil.

3.3.9.7 Dichtegradientenzentrifugation II

Wurde fiir weitere Experimente eine niedrigere Salzkonzentration, hohere CSN-
Konzentration oder eine lingere Lagerung bendtigt, wurden die CSN-enthaltenden Fraktionen
auf ein Volumen von 0,5 - 1 ml in der Filterzentrifugeneinheit konzentriert und auf einen
10 — 40% Glyceringradienten geladen. Fiir die linearen Gradienten wurden je 6 ml Puffer A10
und Puffer A40 verwendet und diese mind. 1 h bei 4°C gekiihlt. Die Zentrifugation erfolgte
fiir 22 h bei 27000 rpm (90000 x g) und 4°C (Rotor: SW40). Mittels Coomassie-Farbung
wurde die Reinheit des CSN-Komlexes iiberpriift. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte

photometrisch.
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3.3.10 Préparation von 26S und 20S Proteasom

Zur Gewinnung von 20S oder 26S Proteasom wurde die Préparation des CSN in folgenden
Punkten variiert: Fiir die Zelllyse wurde ddH,O verwendet, die DEAE-Siule jedoch wie
beschrieben eluiert. Die aufgrund der Westernblots und des Peptidaseaktivititstests
identifizierten 20S und 26S Proteasom-enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und das 26S
Proteasom bis 45% mit (NH4),SOy gefillt. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand zur
Gewinnung des 20S weiter bis zu einer Endkonzentration von 75% (NH4),SO4 gefdllt. Beide
Pellets wurden in Puffer A5 resuspendiert und dialysiert. AnschlieBend folgte die erste
Dichtegradientenzentrifugation wie beschrieben. Hier findet sich das 26S Proteasom in den
Fraktionen 8 - 10 und 20S in den Fraktionen 9 - 11, was durch den Peptidaseaktivitétstest
sowie Westernblotting iiberpriift wurde. Fiir die weitere Aufreinigung wurde gleich die
MonoQ-Siule angeschlossen und in einem linearen Gradienten von 22 - 40% Puffer B1000 in
42 1 ml-Fraktionen eluiert. Durch Peptidaseaktivitdtstest und Coomassiefarbung wurden die
aktiven Fraktionen identifiziert, eingeengt und sofort die Dichtegradientenzentrifugation II
(10 - 40% Glycerin) wie beschrieben durchgefiihrt. Die Aktivitit und Reinheit der Fraktionen
wurden erneut liberpriift und die Hélfte der relevanten Fraktionen auf Eis und die andere in

Aliquots bei -80°C gelagert.

3.3.11 Peptidaseaktivititstest

Zur Aktivitidtsbestimmung von 20S und 26S Proteasom wihrend der Pridparation wurde
jeweils 1 ul der Fraktionen in An- oder Abwesenheit von 2 mM ATP und 5 mM MgCl, mit
0,1 mM Suc-LLVY-AMC in 1x AB-Puffer und einem Endvolumen von 100 ul in eine
schwarze Mikrotiterplatte pipettiert und bei 37°C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten
wurde die Emission bei 460nm (Extinktion bei 390nm) am Fluoreszenz-
Mikrotiterplattenscanner (FluoStar Reader) aufgezeichnet und die Enzymaktivitdt pro Minute

berechnet.

Zur Bestimmung des Einflusses von CSN auf die Aktivitit des 26S Proteasoms wurde der
Test wie folgt variiert. Es wurden zunédchst Dreifachansétze variierender molarer Verhéltnisse
von CSN und 26S Proteasom ohne oder mit ATP und MgCl, in 1 x AB-Puffer bei 37°C fiir
15 min vorinkubiert und die Reaktion nach Uberfiihrung der Einzelansitze in eine
Mikrotiterplatte durch Zugabe des fluorogenen Substrates gestartet. Die Messung erfolgte alle

5 min fiir 2 h bei konstanten 37°C (Fluoroscan II). Es wurde die Enzymaktivitit pro Minute
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im Zeitintervall zwischen 45 - 90 min errechnet.

3.3.12 Bindungsstudien mittels Dichtegradientenzentrifugation

Jeweils 15 pg der rekombinanten USP15-Fragmente wurden mit 7,5 pg aufgereinigtem CSN
in 1x AB-Puffer gemischt, 30 min bei 37°C inkubiert und anschliefend auf einen
Glyceringradienten (5 — 30%) aufgetragen. Die Zentrifugation erfolgte fiir 22 h bei 4°C mit
27000 rpm gemal Dichtegradientenzentrifugation II. Der Gradient wurde in 20 Fraktionen a
600 ul geerntet und jeweils 300 pul pro Fraktion sofort mit Trichloressigsdure (TCA)
prézipitiert. Das Pellet wurde in 30 pul 1x SDS-Ladepuffer resuspendiert, durch SDS-PAGE
aufgetrennt und die Proteine nach Westernblot mit Antikdrpern gegen RGS-Hiss, USP15 und
CSN3 detektiert.

Fiir den Nachweis der Interaktion zwischen CSN und 26S Proteasom wurden ca. 5x10’ Flag-
CSN2-B8 Mausfibroblasten mit 500 ul Mono-Lysispuffer aufgeschlossen und ca. 450 pl
Zelllysat sofort auf einen 10 - 40%igen Glyceringradienten aufgetragen. Die Zentrifugation
erfolgte fiir 18 h bei 4°C und 36000 rpm (164000 x g; Rotor: SW40).

3.3.13 TCA-Fillung

Die Proben wurden mit 5 pg BSA als Trigerprotein und 10% (Endkonzentration)
Trichloressigsdure (TCA) 30 min auf Eis inkubiert und danach fiir 20 min mit 13000 rpm bei
4°C zentrifugiert. Die gefillten Proteine wurden mit 0,5 ml 5% TCA einmal und danach
zweimal mit je 1 ml Aceton gewaschen. Das Trocknen der Pellets erfolgte an der Luft. Die

Proteine wurden in 1 x SDS-Ladepuffer aufgenommen.

3.3.14 Kinaseassay (in vitro)

Fiir die in vitro-Phosphorylierung wurden die rekombinanten USP15-Fragmente (je 1 pg)
entweder mit gereinigtem CSN-Komplex (1 pg) oder mit den rekombinanten Kinasen CK2
(a2B2) (25 U) und PKD (7 ng/ul) in 1 x AB-Puffer und 0,2 MBq [y->*P]-ATP fiir 1 h bei 37°C
in einem Endvolumen von 20 pl inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 6,7 pl 4x
SDS-Ladepuffer gestoppt und die Proben 3 min gekocht. Nach Auftrennung der Proben in der
SDS-PAGE wurde das Gel mit Coomassie gefarbt, entfirbt und getrocknet. Die
Phosphorylierungen wurden mittels Autoradiographie der Gele unter Verwendung von

Biomax MR-Filmen detektiert.
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3.3.15 Immunprézipitation (IP) nach Glyceringradient

Durch TCA-Fillung und Westernblot wurden die relevanten Fraktionen des
Glyceringradienten identifiziert. Zweimal je 150 pl von drei Fraktionen wurden vereinigt und
fiir jede IP 220 pl eingesetzt. Die Pools werden im Doppelansatz entweder mit 15 pl Anti-
CSN7 oder 5 ul Anti-Flag-Antikorper sowie PBS bis zum Endvolumen von 500 pl versetzt
und fiir 3 h bei 4°C auf einer Drehscheibe inkubiert. AnschlieBend wurde die Inkubation nach
Zugabe von je 50 ul Protein A-Sepharose bei 4°C iiber Nacht fortgesetzt. Die gebundenen
Proteine wurden dreimal mit Puffer A10 gewaschen und in 1x SDS-Ladepuffer
aufgenommen. Nach Auftrennung in der SDS-PAGE und Westernblot erfolgte der Nachweis
mit Antikoérpern gegen CSNS5, Rpn2 und Rpt2.

3.3.16 Ubiquitinierungsassay

Es wurden zunichst HeLa-Zelllysate (je 2,5 x 10° Zellen/Ansatz) mit Mono-Lysispuffer als
Quelle fiir das Ubiquitinsystem frisch hergestellt. Pro Ansatz wurden 0,2-0,5ug
rekombinantes USP15, Mdm2 oder beide in Mono-Lysispuffer HelLa-Zelllysat bei 37°C
inkubiert. Es wurden jeweils Ansétze mit oder ohne Curcumin in einer Endkonzentration von
50 uM, MGI132 in einer Konzentration von 20 uM oder beiden eingesetzt. Zu den
Zeitpunkten 0, 2, 4 und 6 h wurden 10 pl-Aliquots entnommen, mit SDS-Ladepuffer versetzt
und sofort aufgekocht. Der Nachweis erfolgte nach SDS-PAGE und Westernblot mit Anti-
USP15- oder Anti-Mdm2-Antikdrpern.

3.3.17 Bindungsstudien mittels magnetischer Ni-NTA Agarosepartikel

Zum Nachweis der Bindung von Ubs an USP15 wurden 20 pl Ni-NTA Magnetagarosebeads
mit 2 pg His-USP15 mit oder ohne 5 mM NEM oder 2 pg His-USP15C783A fiir 30 min bei
RT in Bindungspuffer inkubiet. Die Partikel wurden magnetisiert, mit demselben Puffer
gewaschen, 10 pg Uby in 500 pl Bindungspuffer zugegeben und die Ansétze fiir 15 min bei
RT rotiert. Nach Magnetisierung der Partikel wurden diese zweimal gewaschen und mit 1 x
SDS-Ladepuffer versetzt. Die gebundenen Proteine wurden in der SDS-PAGE getrennt und
nach Westernblotting mit Antikdrpern gegen USP15 und Ub nachgewiesen.
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3.3.18 Nachweis von USP15-Konjugaten in vitro

Fiir den anschlieBenden Nachweis von Konjugaten wurde der Ubiquitinierungsassay wie folgt
variiert. Es wurden 1,5 ng His-USP15 mit oder ohne 50 uM Curcumin und 18 pg Ub in
250 pl Mono-Lysispuffer ohne DTT mit 50 uM MG132 und Lysat von 1 x 10° HeLa Zellen
fiir 0 oder 4 h bei 37°C inkubiert. Zusitzlich wurde ein ATP-regenerierendes System mit
10 mM Kreatinphosphat und 3 U Kreatinkinase hinzugefiigt. Aliquots von 10 pul wurden fiir
den Nachweis im Westernblot entnommen. Die verbleibende Probe wurde mit 250 pl
Bindungspuffer 40 und 15 ul Ni-NTA Magnetagarosebeads versetzt. Nach Rotation fiir
30 min bei RT wurden die Partikel zweimal mit Bindungspuffer 20 gewaschen und die
gebundenen Proteine in der SDS-PAGE getrennt. Der Nachweis erfolgte nach
Westernblotting mit Anti-USP15- und Anti-Ub-Antikorpern.

3.3.19 Deubiquitinierungsassay

Rekombinantes His-USP15 (1 pg), His-USP15C783A (1 pg), aufgereinigtes CSN (3 pg) oder
26S Proteasom (30 nM) wurden 15 min in 1 x AB-Puffer bei 37°C mit oder ohne Inhibitoren
vorinkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von je 0,5—1 uM Substrat
(Ub-GFP, Ubs, Ubs-(Muclosp9sg)a oder Ubs-E7) gestartet und bei 37°C inkubiert. Die
Endkonzentration der Inhibitoren betrug bei Curcumin 50 uM, NEM 5 mM und OPT 5 mM.
Nach 0, 1, 2 und 4 h wurden Aliquots entnommen und die Produkte nach SDS-PAGE und

Westernblotting mit Antikorpern nachgewiesen.

Als Kontrolle wurde 1 pg CSN in 1 x AB-Puffer mit denselben Inhibitorkonzentrationen fiir
2 h bei 37°C inkubiert, je 4 pl im nativen Gel aufgetrennt und das CSN nach Westernblotting

mit Antikérpern nachgewiesen.

3.3.20 Elektronenmikroskopische Untersuchung

Die Elektronenmikroskopie wurde von Dr. Barbara Kapelari am MPI fiir Biochemie in
Martinsried durchgefiihrt. Die Priparation von goldmarkiertem Ub, wurde nach Slot und
Geuze (Slot and Geuze, 1985) mit kleinen Modifikationen (Bech-Otschir et al., 2001; Holzl et
al., 2000) durchgefiihrt. Fiir die Bindungsstudien wurde ein 2 pl-Tropfen des aufgereinigten
CSN-Komplexes oder 4 ul Lid-Subkomplex (0,15 ug/ul) mit 0,6 pul des goldmarkierten Uby
und 4 ul Raktionspuffer fiir 30s bei RT inkubiert und anschlieBend fiir die

elektronenmikroskopische Analyse aufbereitet. Es wurde ein CMI2-Transmissionen-
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Elektronenmikroskop benutzt (Philips), mit einer Beschleunigungsspannung von 120 kV. Die
Bilder wurden digital aufgezeichnet (Photometrix slow scan CCD, 1024 x 1024 pixel). Die

Gesamtvergroferung betrug 85500 x mit einer Defokussierung von 2 pm.

3.4 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

3.4.1  Kultivierung und Passage von adhédrenten Zellen

Die humane Zelllinie HeLa wurden in RPMI 1640-Medium, die murine Zelllinie B8 in Basal
ISCOVE Medium mit jeweils 10% hitzeinaktiviertem FCS, 100 U Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin, 2 mM L-Glutamin bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 5% kultiviert. Eine

1/100-Passage der Zellen erfolgte etwa alle 7 Tage.

3.4.2  Bestimmung der Zellzahl und Vitalititspriifung

Von den zu untersuchenden adhirenten Zellen wurde das Medium entfernt und die Zellen
durch Zugabe von Trypsin-EDTA (Invitrogen, Gibco) abgelost. Die Zellen wurden in ein
Falkon tberfiihrt, die Zellkulturschale mit demselben Volumen PBS nachgespiilt und dieses
auch ins Falkon gegeben. Nach Zentrifugation bei 1000 rpm und 4°C wurde der Uberstand
entfernt, die Zellen in einem geeigneten Volumen Medium resuspendiert und ein Aliquot 1:2
mit 0,4% Trypanblau in PBS verdiinnt. Trypanblau diffundiert durch defekte Zellmembranen,
so dass tote Zellen eindeutig von vitalen unterschieden werden konnen. Die Bestimmung der

Zellzahl erfolgt in einer Neubauer-Zihlkammer. Die Konzentration ergibt sich wie folgt:
Zellen/ml = Mittelwert der Zellen x Verdiinnungsfaktor x 10*/ml

Der Faktor von 10" ergibt sich dabei aus dem Volumen der Zihlkammer (0,1 pl).

3423 Transiente Transfektion

Fiir die moglichst gleichméBige transiente Transfektion von Zelllinien wurde das kommerziell
erhéltliche Lipofektamin 2000 verwendet. Dabei kommt es zur Komplexbildung von zuvor
mittels eines Enhancers kondensierten DNA mit einem nichtliposomalen Lipid. Der Vorteil

der Methode beruht auf der meist hohen Effizienz.

Bei der Transfektion von HeLa wurden je 0,5 - 1 x 10° Zellen in RPMI 1640-Medium 16 h

vor der Transfektion pro Vertiefung einer 6-well Platte vorgelegt.
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Fiir einen Transfektionsansatz wurden insgesamt 2,5 - 10 ug Plasmid-DNA (2,5 pg pSGS5-
Rbx1-zz + 7,5 pg pCMV-Tag3B-USP15) und 5 - 20 pl Lipofektamin mit je 1 ml OPTI-MEM
aufgefillt, vermischt und fiir 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Ansitze
zusammengefiihrt, gemischt und 30 min bei RT inkubiert. In dieser Zeit wurde das Medium
von den zu transfizierenden Zellen abpipettiert, die Zellen 2 x mit je 2 ml PBS gewaschen und
der Transfektionsansatz langsam auf die Zellen getropft. Die Zellen wurden fiir 4 — 5 h bei
37°C inkubiert und die Transfektion durch Zugabe von 1 ml RPMI 1640-Medium abgestoppt.
Nach einer weiteren Stunde Inkubation wurde das Medium vollstindig entfernt und 2 ml
RPMI 1640-Medium pro well auf die Zellen gegeben. Die Lyse der Zellen erfolgte 24 oder
48 h nach der Transfektion.

344  Cycloheximid-Behandlung

Zur Untersuchung der Stabilitit von Proteinen wurden HeLa Zellen zwei Tage nach der
Transfektion fiir 0, 3 oder 6 h mit Cycloheximid geldst in RPMI 1640-Medium in einer
Endkonzentration von 10 pg/ml behandelt, um so die weitere Translation zu verhindern.
Anschliefend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit Triple-Lysispuffer

lysiert.

345  Zelllyse

Vor der Zelllyse wurde das Medium von den adhidrent wachsenden Zellen entfernt, die Zellen
wurden zweimal mit PBS gewaschen und die Zellkulturschale auf Eis gestellt. Der eiskalte
(Mono- oder Triple-) Lysispuffer wurde direkt auf die Zellen gegeben und die Zellen
anschlieBend in der Kulturschale lysiert. Es erfolgte ein flinfmaliges Aufsaugen durch eine
21-gauge Nadel und eine 10-miniitige Zentrifugation bei 4°C mit 13000 x g. Der Uberstand
wurde sofort mit 4 x Ladepuffer versetzt und aufgekocht. Die Detektion der Proteine erfolgte

nach Westernblotting mit Antikdrpern.

Zur Verwendung der Lysats als Quelle fiir das UPS wurden die Zellen mit Mono-Lysispuffer
aufgeschlossen, zentrifugiert und vom Uberstand pro Ansatz das Lysat von 2,5 x 10° Zellen

eingesetzt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 INTERAKTION ZWISCHEN DEM CSN UND DEM 26S PROTEASOM

Im ersten Teil der Arbeit wurde eine mogliche direkte Interaktion zwischen dem CSN und
dem 26S Proteasom untersucht. Aus Sequenzanalysen ist bekannt, dass zwischen den
Untereinheiten des CSN und des Lid-Subkomplexes des 26S Proteasoms eine starke
Ahnlichkeit besteht (Seeger et al., 1998; Wei et al., 1998). Jede der acht CSN-Untereinheiten
weist eine entsprechende paraloge Untereinheit im Lid-Komplex auf, deren Sequenzen
zwischen 16% und 29% identisch sind (siche Tabelle 1). Zudem konnte eine grofle
strukturelle Ahnlichkeit in Elektronenmikrographen gezeigt werden (Kapelari et al., 2000).
Diese Kenntnisse bildeten die Grundlage fiir die Vermutung, dass das CSN unter bestimmten
Voraussetzungen als ein ,alternativer Lid“ agieren konnte. Zur Untersuchung dieses
Sachverhalts wurde zundchst versucht, eine Interaktion beider Komplexe mittels

Immunprézipitation nachzuweisen.

4.1.1  Co-Immunprézipitation von CSN und 26S Proteasom aus B8-Zellen

Fiir den Nachweis einer Interaktion zwischen CSN und 26S Proteasom wurden zunéchst
Zelllysate aus humanen HeLa-Zellen eingesetzt. Trotz zahlreicher Variationen in der
Inkubationszeit, den Waschbedingungen und den verwendeten Antikérpern gelang direkt aus
den Lysaten keine Co-Immunprézipitation beider Komplexe (Daten nicht gezeigt). Eine

Interaktion schien somit nur in sehr geringem Umfang in der Zelle stattzufinden.

Aus diesem Grund sollte eine Anreicherung der interagierenden Komplexe durch Erh6hung
der CSN-Konzentration und Auftrennung des Zelllysates im Glyceringradienten vor der
Immunprézipitation durchgefiihrt werden. Dazu wurden im Folgenden die in unserer
Arbeitsgruppe etablierten B8 Mausfibroblasten verwendet, die stabil mit humanem CSN2
transfiziert sind, welches am N-Terminus das Flag-Peptid exprimiert (Flag-CSN2). In
humanen Zellen fiihrte die permanente Expression von Flag-CSN2 zum Zelltod und konnte
somit nicht realisiert werden (Experimente von Xiaohua Huang). Der Wechsel ins murine
System war moglich, da humanes und murines CSN2 in der Aminosduresequenz identisch

sind.
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Die ektopische Expression von Flag-CSN2 fiihrt zu einem nahezu vollstdndigen Einbau der
Untereinheit in den CSN-Komplex und gleichzeitig zu einer Steigerung der Gesamtmenge des

CSN um etwa 100% (Huang et al., 2005).

Diese an CSN angereicherten Zellen wurden schonend lysiert, auf einen Glyceringradienten
(10 — 40%) aufgetragen und eine Ultrazentrifugation zur Separation der Proteine entsprechend
ihrer Sedimentationsgeschwindigkeit durchgefiihrt. Die Gradienten wurden in 20 Fraktionen
geerntet und mittels Westernblot mit unterschiedlichen Antikoérpern diejenigen identifiziert, in

denen sich sowohl CSN als auch 26S Proteasom nachweisen lieB3en.

CSN/26S Kontrolle
Fr#4 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

| ———— |4— Anti-Flag

| BT "Y Y ! ! |¢—~Anti-CSN1

|.- —— — |4— Anti-Rpn7/S10a

- — | «— Anti-Rpt2/S4

e —— T

40% 10% Glycerin

Abb. 9: Nachweis von CSN und 26S im Glyceringradient von Flag-CSN2-B8 Zelllysat
Nachweis des CSN nach Westernblotting der Fraktionen 6 — 19 des Glyceringradienten (10 —40%) mit Anti-Flag- und
Anti-CSN1-Antikérper. Das 26S Proteasom wurde mit Anti-Rpn7- und Anti-Rpt2-Antikérper detektiert. Die Pfeile
markieren die fiir die Immunprézipitation vereinten Fraktionen des CSN/26S (9 — 11) und der Kontrolle (17 — 19).
Das CSN ist in Abb. 9 mit dem Anti-CSNI1-Antikdrper hauptsidchlich in den Fraktionen 10
und 11 zu detektieren. Der AntikOrper gegen das Flag-Peptid wies CSN2 in denselben
Fraktionen nach. Das bestitigte den Einbau der Flag-CSN2-Untereinheit in den CSN-
Komplex. Das 26S Proteasom wurde vor allem in den Fraktionen 6 — 7 gefunden, doch lielen
sich auch in den Fraktionen mit niedrigerer Glycerinkonzentration noch Base und Lid

nachweisen.

Fiir die Immunprézipitation wurden nun die Fraktionen 9-11 (nachfolgend: CSN) vereinigt,
weil dort eine Co-Sedimentation beider Komplexe vorlag. Als Negativkontrolle wurden die
Fraktionen 17-19 (nachfolgend: K) zusammengefiigt. Die Prazipitation des CSN-Komplexes
erfolgte sowohl mit dem Anti-CSN7- als auch mit dem Anti-Flag-Antikorper.
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Abb. 10: Nachweis von Base-Untereinheiten nach Immunprézipitation des CSN-Komplexes

Westernblots der Glyceringradientenfraktionen CSN (9-11) und K (17-19) direkt und nach Immunprézipitation (IP) mit

Anti-CSN7- und Anti-Flag-Antikrper.Der Nachweis erfolgte mit Anti-CSNS5-, Anti-Rpn2-, und Anti-Rpt2-Antikorper.
Als Nachweis fiir die Prizipitation des CSN-Komplexes diente der Anti-CSN5-Antikorper. In
Abb. 10 ist deutlich CSN5 in den CSN-, jedoch nicht in den K-Fraktionen bei beiden
Immunprézipitationen zu erkennen. Gleichzeitig konnte jeweils die Base-Untereinheit Rpn2
und nach Prézipitation mit Anti-Flag-Antikorper sehr schwach Rpt2 nachgewiesen werden. Es
war kein Nachweis von Lid-Untereinheiten unter diesen Versuchsbedingungen moglich. Die
Co-Immunprézipitation lieB keine Riickschliisse dariiber zu, ob eine Assoziation von CSN

und 26S Proteasom auf einer direkten oder indirekten Wechselwirkung beruht.

4.1.2  Nachweis vom 26S Proteasom nach Flag-Pulldown des CSN

Zur weiteren Untersuchung einer Wechselwirkung zwischen beiden Komplexen wurde ein
sogenannter ,,Flag-Pulldown* durchgefiihrt. Dazu wurden Lysate der Flag-CSN2
exprimierenden B8 Fibroblasten sowie der unbehandelten B8 Zellen als Kontrolle hergestellt
und diese mit Anti-Flag-Antikdrpern behafteten Agarosepartikeln inkubiert. Die Elution
erfolgte nach ausreichendem Waschen durch Kompetition mit dem Flag-Peptid (Huang et al.,
2005). In Abb. 11A ist eine Coomassie-Farbung des Eluates von Flag-CSN2-B8 Zelllysat
nach Aufkonzentrierung zu sehen. Die gekennzeichneten Banden der CSN-Untereinheiten
sowie Flag-CSN2 wurden mittels Massenspektrometrie identifiziert. Der Nachweis eines
vollstindigen CSN-Komplexes gelang in der nativen SDS-PAGE. Sowohl mit dem Anti-Flag-
also auch mit dem Anti-CSN3-Antikorper konnte der Komplex nachgewiesen werden (Abb.
11B). Der Anti-Flag-Antikérper zeigte zudem schwache Banden im Bereich vom 20S
Proteasom und 26S Proteasom, deren Positionen im nativen Gel mit entsprechenden

Antikdrpern identifiziert wurden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 11: Nachweis des vollstandigen CSN-Komplexes nach Flag-Pulldown
A) Coomassie-Farbung nach SDS-PAGE des Flag-Pulldown aus Flag-CSN2-B8 Zellen. Die einzelnen CSN-
Untereinheiten wurden durch Massenspektrometrie bestdtigt. B) Der Flag-CSN2-Pulldown wurde im nativen Gel
aufgetrennt und nach Westernblotting mit Antikérpern gegen das Flag-Peptid oder CSN3 getestet. Die Positionen des
20S und des 26S Proteasoms wurden mit spezifischen Antikdrpern ermittelt und sind hier ebenfalls gekennzeichnet
(durchgefiihrt von X. Huang) (Huang et al., 2005).
Der schwache Nachweis der Flag-CSN2-Untereinheit im hoher molekularen Bereich als dem
CSN deutete auf die Anwesenheit weiterer Interaktionspartner im Flag-Pulldown hin. Im

Folgenden wurden deshalb die Eluate der B8 Zelllysate als Kontrolle sowie der Flag-CSN2-

B8 Zelllysate im Westernblot auf die Untereinheiten des 26S Proteasoms hin untersucht.

In Abb. 12 ist zu sehen, dass neben den CSN-Untercinheiten ebenfalls die Base-
Untereinheiten Rpn2, Rpt2, Rpt3 und Rpt5 sowie das 20S Proteasom nachgewiesen werden
konnten. Der Nachweis von Lid-Untereinheiten gelang nur in einigen Experimenten mit den
Antikorpern gegen Rpn7 und Rpn8. Die Untereinheit Rpnll konnte nicht nachgewiesen
werden (Huang et al., 2005). Somit konnte mit dem Flag-Pulldown neben dem CSN-Komplex
eindeutig 20S-Base identifiziert werden, eine Bindung des Lid-Subkomplexes an den
Komplex schien unter diesem Versuchsbedingungen nur in geringerem Malle vorzuliegen.
Die Ergebnisse der Westernblots stimmen mit den beobachteten hher molekularen Banden

im nativen Gel iberein.
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Abb. 12: Nachweis des 26S Proteasoms nach Flag-Pulldown des CSN
Flag-Pulldown mit Lysaten aus B8 Zellen als Kontrolle sowie Flag-CSN2-B8 Zellen. Nach Westernblotting wurden

Antikorper gegen CSN-Untereinheiten (links) und Untereinheiten des Base, Lid und 20S Proteasoms (rechts) getestet
(durchgefiihrt von X. Huang) (Huang et al., 2005).

4.1.3  Aufreinigung von CSN und 26S Proteasom

Zur weiteren Charakterisierung der Interaktion zwischen CSN und 26S Proteasom wurden die

Komplexe in vitro gewonnen und anschlieBend untersucht.

Als Ausgangsmaterial wurden humane Erythrozytenkonzentrate eingesetzt. Der mehrstufige
Prozess der Aufreinigung iiber Salz- und Dichtegradienten wurde ausgehend vom Protokoll
aus Seeger et al. (Seeger et al., 1998) optimiert (Hetfeld et al., 2005). Es konnte sowohl CSN
als auch 26S Proteasom gewonnen werden. In Abb. 13 sind Coomassie-Farbungen der

aufgereinigten Komplexe zu sehen. Die Fraktionen wurden auflerdem im nativen Gel

iberpriift (Daten nicht gezeigt).

Beim 26S Proteasom wurde jeweils die Chymotrypsin-dhnliche Aktivitdt mittels des

fluorogenen Substrates Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC  (Suc-LLVY-AMC) ermittelt.

Nachfolgend wurden nur Priparationen verwendet, bei denen die ATP-abhéngige Aktivitét

mindestens viermal so hoch war wie die ohne ATP.
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Abb. 13: 26S Proteasom und CSN aus Erythrozytenkonzentraten

Coomassie-Farbungen beider Komplexe. Die Subkomplexe 19S und 20S des 26S Proteasoms sowie die Untereinheiten

des CSN-Komplexes sind angezeigt.
Als zusitzliches Qualitatskriterium diente beim CSN die Kinaseaktivitit der aufgereinigten
Komplexe. Die am CSN assoziierten Kinasen phosphorylieren sowohl Substrate, wie z.B. c-
Jun, als auch die Untereinheiten CSN2 und CSN7 (Seeger et al., 1998; Uhle et al., 2003). Von
jeder Préparation wurde ein Kinaseassay mit rekombinantem c-Jun und dem Komplex alleine

durchgefiihrt, um die Anwesenheit der Kinasen zu tliberpriifen (Hetfeld et al., 2005).

4.1.4  Verdringung des Lid vom 26S Proteasom durch Zugabe von CSN

Mit den aufgereinigten Komplexen wurden nun Immunprizipitationen durchgefiihrt, um die
Interaktion zwischen CSN und 26S Proteasom in vitro zu zeigen. Dazu wurden die Komplexe
im molaren Verhiltnis 1:1 in Anwesenheit von ATP fiir 30 min bei 37°C inkubiert und
zunéchst der CSN-Komplex mit dem Anti-CSN7-Antikorper prazipitiert. Als Kontrolle diente
ein Praimmunserum, das nachweislich keine Prazipitation des Komplexes erzielt (Daten nicht
gezeigt). Im anschlieBenden Westernblot konnte mittels Antikorper die Base-Untereinheit
Rpn2 nachgewiesen werden (Abb. 14A). Bei der Prézipitation des 26S Proteasoms mit Hilfe
des Anti-a6-Antikorpers konnten im Gegenzug keine Untereinheiten des CSN, dafiir aber das
20S Proteasom, eine Base- und schwach eine Lid-Untereinheit im Westernblot beim

Verhiltnis der Komplexe von 1:1 nachgewiesen werden.
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Abb. 14: Verdrangung des Lid vom 26S Proteasom durch das CSN in vitro

A) Co-Immunprézitation vom CSN und 26S Proteasom in vitro mit dem Anti-CSN7-Antikoérper (IP) oder einem
Praimmunserum als Kontrolle (K). Die aufgereinigten Komplexe wurden in einem molaren Verhiltnis von 1:1 in
Gegenwart von ATP inkubiert. Das Prézipitat wurde nach Westernblotting mit dem Anti-Rpn2-Antikorper getestet. B)
Co-Immunprézipitation vom CSN und 26S Proteasom mit dem Anti-a6-Antikorper. Die Komplexe wurden in
verschiedenen molaren Verhéltnissen fiir 30 min in Gegenwart von ATP inkubiert. Die Prézipitate wurden nach
Westernblotting mit Antikdrpern gegen CSN1, CSN5, Rpn7, Rpt2 und 20S Proteasom analysiert (durchgefiihrt von X.
Huang) (Huang et al., 2005).

Zur Verdeutlichung des Einflusses vom CSN auf das 26S Proteasom erfolgte im Anschluss
eine Variation des Versuches. Es wurden die unterschiedlichen molaren Verhiltnisse 26S
Proteasom zu CSN von 1:0, 1:1 und 1:20 in Gegenwart von ATP inkubiert und anschlieBend
eine Immunprizipitation mit dem Anti-a6-Antikdrper durchgefiihrt. In Abb. 14B ist zu
erkennen, dass die zunehmende Anwesenheit des CSN keinen Einfluss auf die Prézipitation
des 26S Proteasoms, gezeigt durch Antikdrper gegen 20S und die Base-Untereinheit Rpt2,
hat. Dagegen kommt es zu einer starken Abnahme der Lid-Konzentration bei gleichzeitiger
Zunahme des CSN, hier durch Antikorper gegen CSN1 und CSNS5 gezeigt. Die Ergebnisse
deuten auf eine Verdrangung des Lid durch das CSN hin.

4.1.5  Einfluss des CSN auf die Peptidaseaktivitdt des 26S Proteasoms

Die Hinweise fiir eine mogliche Bindung des CSN anstelle des Lid-Subkomplexes an das 26S
Proteasom wurden durch die vorangegangenen Experimente verstirkt. Eine solche Interaktion
konnte Konsequenzen auf die Aktivitit des 26S Proteasoms haben. Dies sollte zunichst mit
dem fluorogenen Substrat Suc-LLVY-AMC getestet werden, welches jedoch nur die
chymotrypsin-dhnliche Aktivitit widerspiegelt.
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Abb. 15: Einfluss des CSN auf die chymotrypsin-dhnliche Aktivitit des 26S Proteasoms
Das 26S Proteasom wurde mit variierenden molaren Verhidltnissen an CSN in An- oder Abwesenheit von ATP
vorinkubiert und anschlieBend die Fluoreszenzemission des Substrates Suc-LLVY-AMC bei 460 nm gemessen.
Dargestellt ist die Fluoreszenzzunahme pro min zwischen 45-90 min nach Versuchsbeginn. Legende: molares Verhéltnis
26S Proteasom zu CSN (Huang et al., 2005)
Aufgereinigtes 26S Proteasom wurde mit CSN in unterschiedlichen molaren Verhéltnissen
(1:0, 1:2,5, 1:10 und 1:20) in An- oder Abwesenheit von ATP bei 37°C fiir 30 min
vorinkubiert und die Reaktion durch Zugabe des Substrates gestartet. Die Fluoreszenz-

emission wurde bei 460 nm fiir 120 min in 5 min-Intervallen bei konstanter Temperatur

gemessen.

Nach einer Anfangsphase von 30 min zeigte sich eine konstante Fluoreszenzzunahme bis ca.
100 min nach Versuchsbeginn. In Abb. 15 ist die relative Aktivitit des 26S Proteasoms pro
Minute im Zeitintervall zwischen 45 und 90 min nach Versuchsbeginn dargestellt. Die
Zugabe von ATP bewirkte beim 26S Proteasom die erwartete Steigerung der Aktivitdt von 1,3
auf 12,4. Wurde CSN in ansteigenden Konzentrationen zugefiigt, &nderte sich die Aktivitét
des 26S Proteasom im Ansatz ohne ATP auf 1,1. Dagegen wurde im Ansatz mit ATP der
Abbau des fluorogenen Peptids durch das 26S Proteasom bei einem molaren Verhéltnis 26S

zu CSN von 1:20 um 40% auf 7,6 reduziert.

4.1.6  Einfluss des CSN auf den Abbau ubiquitinierter Substrate durch das 26S Proteasom

Die ersten Hinweise auf eine funktionelle Bedeutung einer Interaktion zwischen CSN und
26S Proteasom gewonnen mit Hilfe des fluorogenen Peptids sollten im Weiteren nédher
untersucht werden. Dazu wurden polyubiquitinierte Proteine eingesetzt, welche die

natirlichen Substrate des 26S Proteasoms in der Zelle darstellen.
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Zundchst wurde als Substrat Ubs-E7 verwendet (bereitgestellt von Annett Helfrich). E7 ist ein
Oncoprotein des humanen Papillomavirus (HPV) Typ 16, welches durch das 26S Proteasom
abgebaut wird (Reinstein et al., 2000). Nach Generierung iiber PCR wurde das E7 in einen
Vektor C-terminal hinter Ub kloniert und das Produkt exprimiert und aufgereinigt. In einer
enzymatischen Reaktion wurde iiber K48 verkniipftes Tetraubiquitin (Ubs) an das K48 des
linearen Ub-E7-Proteins gekniipft und so das Substrat Ubs-E7 erhalten.

Im Folgenden wurden aufgereinigtes 26S Proteasom allein oder mit einem 20-fachen molaren
Uberschuss an CSN sowie CSN allein mit Ubs-E7 inkubiert und nach 0, 2 und 4 h Aliquots

entnommen.

Nach SDS-PAGE und Westernblot wurde die Immundetektion mit Anti-E7-Antikorper
durchgefiihrt. Abb. 16 zeigt, dass das Substrat nicht vom 26S Proteasom abgebaut wurde.
Uberraschenderweise konnte dafiir eine Abspaltung von Ub vom Ubs-E7 in Anwesenheit des
CSN beobachtet werden. Dieselben Abbauprodukte entstanden, als das CSN alleine eingesetzt

wurde.

26S 26S + CSN CSN
kDa Oh 2h 4h Oh 2h 4h Oh 2h 4h

o e —— = 4—Ub5-E?
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30 -
20 -
14 -

anti-E7

Abb. 16: Einfluss des CSN auf die Proteaseaktivitit des 26S Proteasoms
26S Proteasom wurde mit oder ohne Uberschuss an CSN im Verhiltnis von 1:20 vorinkubiert und die Reaktion mit Ubs-
E7 gestartet. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Aliquots entnommen und nach einem Westernblot mit Anti-E7-

Antikorper getestet.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde das Epitop 950 —-958 (STAPPVHNYV) des
Glycoproteins Mucl untersucht (bereitgestellt von Annett Helfrich). Die Peptidsequenz wurde
viermal in Folge hinter Ub kloniert. AnschlieBend erfolgte wieder die enzymatische
Verkniipfung von Uby4 an das K48 des linearen Ub-(Muc19s¢-9s5)4, wodurch Ubs-(Muc19s0-9s8)4

gewonnen wurde (hiernach Ubs-Mucl genannt).
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In diesen Versuchen wurden das 26S Proteasom alleine oder mit einem 10-fachen molaren
Uberschuss an CSN sowie als Kontrolle das CSN alleine mit dem Substrat bei 37°C inkubiert.

Der Substratabbau wurde wie oben beschrieben untersucht.

Nach Westernblotting war mit dem Anti-Mucl-Antikorper deutlich der Abbau des Substrates
durch das 26S Proteasom zu erkennen (Abb. 17 oben). Im Ansatz mit 26S Proteasom und
CSN war bereits nach 1 h kein Ubs-Mucl mehr vorhanden und ausschliefSlich Mono-Ub-
Mucl zu sehen, welches sich nach 2 h weiter reduziert hat. Dasselbe Ergebnis konnte nach

Inkubation des Substrates mit CSN alleine erzielt werden.

26S 26S + CSN CSN
kDa Oh 1h 2h Oh 1h 2h Oh 1h 2h Ol
45 - [—| [ — —_— 0B MucT
30 - “— Ub,-Muc1
20 - <— Ub,-Muc1
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N - Ub.-Muc1
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Abb. 17: Einfluss des CSN auf die Proteaseaktivitit des 26S Proteasoms

Das 26S Proteasom wurde mit oder ohne CSN im Verhéltnis von 1:10 vorinkubiert und die Reaktion mit Ubs-Mucl
gestartet. Nach 0, 1 und 2 h wurden Aliquots entnommen und damit ein Westernblot durchgefiihrt. Es wurden Anti-
Mucl- (oben) und Anti-Ub-Antikdrper (unten) zum Nachweis verwendet. Die gebildeten Produkte sind angegeben.

Bei Verwendung des Anti-Ub-Antikdrpers waren alle Abbauprodukte zu erkennen. Vom 26S
Proteasom wurden Ubs vom Substrat abgespalten und die vier hintereinanderliegenden Mucl-
Epitope gespalten. Die neun Aminosédure langen Mucl-Fragmente sind im Westernblot nicht

zu detektieren. War im Ansatz CSN enthalten, zeigte sich ein vdllig anderes Bild. Neben Ub-
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Mucl waren nach 1h deutlich Mono-Ub sowie schwach alle weiteren mdglichen Ub-
Polymere zu sehen. Auch mit diesem Substrat war kein signifikanter Unterschied zwischen

dem Ansatz mit CSN alleine oder in Kombination mit dem 26S Proteasom zu erkennen.

Aus den Experimenten wird deutlich, dass das CSN iiber eine eigene
Deubiquitinierungsaktivitét verfiigt, die den Abbau von polyubiquitinierten Substraten durch

das 26S Proteasom durch Abspaltung des Erkennungssignals verhindert.
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42 DEUBIQUITINIERUNGSAKTIVITAT DES CSN

Zu Beginn meiner Promotion im Jahre 2002 war bekannt, dass das CSN eine intrinsische
Deneddylierungsaktivitit besitzt (Lyapina et al., 2001), die spdter dem JAMM-Motiv der
Untereinheit CSN5 zugeordnet werden konnte (Cope et al., 2002). Damit gehért CSN5 zu den
Deubiquitinierungsenzymen. Von einigen DUBs ist bekannt, dass sie nicht nur eines sondern
mehrere Ub-dhnliche Proteine spalten konnen. Die Abspaltung von Ub neben Nedd8 durch

CSNS5 war somit denkbar und sollte im Weiteren ndher untersucht werden.

4.2.1  Bindung von Ubs an CSN und Lid

Aus friitheren Studien in unserer Arbeitsgruppe war bekannt, dass sowohl aus Erythrozyten
aufgereinigtes CSN als auch der Lid-Subkomplex Ubs binden. In Abb. 18 sind
Elektronenmikrographen beider Komplexe mit goldmarkiertem Ub, zu sehen, die von Barbara

Kapelari angefertigt wurden.

CSN + Ub, Lid + Ub,
Gold-Ub,

CSN CSN/Gold-Ub, Lid/Gold-Ub, Lid

Abb. 18: Elektronenmikroskopie von aufgereinigtem CSN und Lid-Subkomplex mit goldmarkiertem Ub,

Die Komplexe wurden mit 3,5 nm kolloidalem, goldmarkiertem Ub, inkubiert. Nach 30 s wurden die Komplexe mit 2%
(w/v) Uranylacetat negativ gefdrbt. Der freie CSN-Komplex (CSN, linkes Bild) oder Lid-Subkomplex (Lid, rechtes Bild)
sowie Komplexe mit gebundenem, goldmarkiertem Ub, (CSN/Gold-Ub, oder Lid/Gold-Ub,) sind durch Pfeile
bezeichnet. Ubereinstimmend mit vorherigen Ergebnissen erscheinen beide Komplexe in einer Vielzahl von 2-
dimensionalen Ansichten mit diffusen Grenzen und bilden Di- und Oligomere (Kapelari et al., 2000) (Hetfeld et al.,
2005).

Es konnte die Bindung von Ub4 an den Lid bei iiber 50% der Komplexe gezeigt werden. Das
markierte Ubs bindet auBBerdem an etwa 1/3 der CSN-Komplexe.
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4.2.2  Deubiquitinierung von Uby

Die Elektronenmikrographen sowie die vorangegangenen Experimente mit gereinigtem CSN

und 26S Proteasom wiesen auf eine Deubiquitinierungsaktivitit am CSN hin.

Daher sollte untersucht werden, ob iiber K48 verkniipftes Uby als Substrat vom aufgereinigten
CSN gespalten werden kann. Dazu wurde das CSN fiir 4 h mit Ubs inkubiert und Aliquots
nach 0, 1 und 4 h durch Westernblotting untersucht. Wie in Abb. 19 zu erkennen ist, konnte
das CSN Uby bereits in 1h in alle Ub-Produkte spalten. Nach 4 h war kein Ubs mehr

nachzuweisen.
CSN
kDa Oh 1h 4h
30 - —— +—Ub,

20 -
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Abb. 19: Deubiquitinierung von Ub4 durch das CSN

Uber K48 verkniipftes Ub, wurde mit dem CSN inkubiert. Nach Westernblotting ist mit dem Anti-Ub-Antikorper der

Abbau zu Tri- (Ubs), Di- (Ub,) und Mono-Ub bereits nach 1 h zu sehen (Hetfeld et al., 2005)
Die aktive Untereinheit des Komplexes, CSNS5, konnte neben der Deneddylierung auch die
Abspaltung von Ub bewirken. CSN5 gehort zur Klasse der Metalloproteasen (Cope et al.,
2002). Da es sich bei dem CSN um einen aus Erythrozyten aufgereinigten Komplex handelt,
konnten wie die Kinasen auch Deubiquitinasen am CSN assoziiert vorliegen. Fiir eine
Differenzierung zwischen den unterschiedlichen Enzymaktivititen wurden verschiedene

Inhibitoren eingesetzt.

Zur Hemmung von CSNS5 wurde der Metalloproteaseinhibitor ortho-Phenanthrolin (OPT) und
zur Hemmung von Deubiquitinierungsenzymen, die zur Klasse der Cysteinproteasen gehdren,
N-ethylmaleimid (NEM) sowie Curcumin eingesetzt. Das aufgereinigtes CSN wurde mit
5 mM OPT, 5 mM NEM oder 50 pM Curcumin 15 min vorinkubiert und die Reaktion durch
Zugabe von Ub, gestartet. Als Kontrolle wurde Ub, alleine inkubiert. Aliquots wurden

stiindlich entnommen und nach Westernblot mit Anti-Ub-Antikorper analysiert.
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Abb. 20: OPT und NEM hemmen die Deubiquitinierung von Ub, durch das CSN
Das CSN wurde 15 min mit 5 mM OPT, 5 mM NEM oder 50 uM Curcumin bei 37°C vorinkubiert und anschlieBend fiir
die angegebenen Zeitintervalle mit Ub, inkubiert. Als Kontrolle wurde Ub, alleine inkubiert. Die Detektion erfolgte mit
Anti-Ub-Antikorper. ,,* kennzeichnet eine verldngerte Vorinkubation mit NEM fiir 1 h (Hetfeld et al., 2005).
In Abb. 20 ist zu erkennen, dass durch Curcumin keine oder nur eine sehr geringe Hemmung
der Deubiquitinierung eintrat. Dagegen bewirkte der Metalloproteasechemmstoff OPT eine
vollstidndige Inhibierung der Aktivitit des CSN. Nach 15-miniitiger Vorinkubation war mit
dem Cysteinproteaseinhibitor NEM nach 1 h ein Abbau von Ubs zu Ubs zu erkennen, der

anschlieBend stagnierte.

Die teilweise Hemmung der Deubiquitinierung mit NEM war schwer zu erkldren, da die
vollstindige Hemmung mit OPT gegen die Anwesenheit eines weiteren DUB sprach. Im
Folgenden wurde deshalb getestet, ob die Inhibitoren einen Einfluss auf die Komplexintegritit

haben.

Das CSN wurde fiir 1 h mit den Hemmstoffen in gleicher Konzentration wie im Versuch
zuvor inkubiert und anschlieBend im nativen Polyacrylamidgel getrennt. Der Westernblot mit
Anti-CSNS5-Antikorper ist in Abb. 21A dargestellt und zeigt, dass OPT und Curcumin keinen
Einfluss auf die Integritit des Komplexes haben. Dagegen fiihrt der Inhibitor NEM zum
Zerfall des CSN.
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Abb. 21: NEM zerstort den CSN-Komplex
A) Das CSN wurde fiir 1 h mit denselben Konzentrationen an Hemmstoffen wie in Abb. 20 inkubiert und anschlieSend
eine native Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die Position des CSN-Komplexes wurde nach Westernblot mit Anti-CSN5-
Antikorper nachgewiesen. B) Das CSN wurde fiir die angegebenen Zeitintervalle mit 5 mM NEM inkubiert und
anschlieend wie in A) aufgetrennt. Mit Anti-CSN3-Antikorper sind der CSN-Komplex sowie die CSN3-Untereinheit zu
erkennen (Hetfeld et al., 2005).
AnschlieBend wurde die Wirkung von NEM in einer Zeitreihe untersucht. Mit dem Anti-
CSN3-Antikorper war im Westernblot nach Trennung im nativen Gel zu erkennen, dass der
Komplex ohne NEM 2 h stabil bleibt, jedoch unter Einwirkung des Hemmstoffes bereits nach
15 min die Zerstorung des Komplexes beginnt (Abb. 21B). Nach 2 h ist kein intakter CSN-

Komplex mehr nachweisbar.

Unter Beriicksichtigung der erhaltenen Ergebnisse wurde der Deubiquitinierungsversuch mit
Ubs wiederholt. Die Vorinkubation des CSN mit NEM wurde auf 1 h verlidngert. Es war
deutlich die vollstindige Hemmung der Deubiquitinierungsaktivitit am CSN durch NEM im
Westernblot zu erkennen (Abb. 20, + NEM*).

4.2.3  Deubiquitinierung von Ubs-Mucl

Im Folgenden wurde das Substrat Ubs-Mucl zur Deubiquitinierung eingesetzt, welches schon
in 4.1.6 beschrieben wurde. Es wurden ebenfalls die Hemmstoffe OPT, NEM und Curcumin
getestet. Die Reaktion wurde nach einer Vorinkubation von 15 min durch die Zugabe des

Substrates gestartet und iiber 2 h verfolgt.
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Abb. 22: OPT hemmt den Abbau von Ubs-Mucl durch das CSN
Das CSN wurde mit denselben Hemmstoffen wie in Abb. 20 und Ubs-Mucl als Substrat inkubiert. Als Kontrolle wurde
Ubs-Mucl alleine inkubiert. Auf den Westernblot folgte die Detektion mit Anti-Ub-Antikdrper. Das Substrat sowie Uby-
Mucl als Abbauprodukt sind angegeben.
Der Nachweis mit Anti-Ub-Antikdrper zeigte auch bei diesem Substrat dieselbe Wirkung der
Hemmstoffe auf die Deubiquitinierungsaktivitdt des CSN wie im Experiment zuvor (Abb.
22). Mit OPT trat eine vollstindige Hemmung auf. Das Substrat wurde mit NEM zunéchst
abgebaut, nach 1 h war der CSN-Komplex zerstort und kein weiterer Abbau des Substrates
fand statt. Curcumin bewirkte unter diesen Bedingungen keine signifikante Inhibition der

Deubiquitinierung.
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43 CHARAKTERISIERUNG VON USP15

In den letzten Jahren wurde bereits eine Vielzahl von Proteinen identifiziert, die mit dem CSN
assoziiert sind (siche Abb. 6). In unserer Arbeitsgruppe wurde iiber Massenspektrometrie des
aus Erythrozyten aufgereinigten CSN-Komplexes die Deubiquitinase USP15 nachgewiesen
(Abb. 23 + (Zhou et al., 2003)).

kDa
220 -
+— USP15
a7~
66 -
w [— CSN1
| CSN2
45 -| e |— CSN3
= |— CSN4
_|_=csNs
= |——csNe
—— CSN7a
«|— &sN7b
30 -
— CSN8

Abb. 23: Identifizierung von USP15 im aufgereinigten CSN-Komplex

Coomassie-Farbung von aufgereinigtem CSN aus Erythrozyten. Die angezeigten Banden wurden mittels

Massenspektrometrie identifiziert (Zhou et al., 2003).
Hierbei handelt es sich um ein ca. 130 kDa gro3es Deubiquitinierungsenzym (DUB), das zur
Klasse der Ub-spezifischen Proteasen (UBP) gehort. USP15 ist eine Cysteinprotease, die die
typische katalytisch aktive Triade Cystein, Histidin, Aspartat in den Positionen 269, 862 und
879 aufweist (siche Abb. 31). Von dem Protein sind drei Isoformen beschrieben, die durch
alternatives Spleiflen entstehen. Isoform 1 besitzt 981 AS, Isoform 2 nur 952, wobei die AS
228 bis 256 fehlen. Bei der 3. Isoform ist die Sequenz im Bereich zwischen den AS 217 und
256 ,,DGTWPRGPSTPKSPGASNFSTLPKISPSSLSNNYNNMNNR®* durch folgende 15 AS
lange Sequenz ersetzt: ,,QKNEDGTWPRGPSTP*. Auffillig in der Sequenz ist die grofle
Insertion zwischen dem aktiven Cystein und den beiden anderen katalytisch aktiven

Aminosduren (siche Abb. 31).
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4.3.1  Coelution von USP15 und CSN bei der Priaparation

Im nichsten Schritt wurde USP15 mittels PCR aus einer HeLa cDNA-Bank generiert. Dies
gelang durch Zusammenfiigen zweier Fragmente liber eine interne Xhol-Schnittstelle an
Position 1644. Die Sequenzierung des vollstindigen Konstrukts ergab, dass es sich bei dem
generierten Protein um die Isoform 2 des USPI15 handelte. Mit Hilfe eines C-terminalen
Fragmentes von USP15 (724-952) konnte ein Antikorper in Kaninchen gewonnen werden (in
Zusammenarbeit mit Riidiger Schade). Dieser Antikdrper kann somit alle drei Isoformen, die

sich im C-terminalen Bereich nicht unterscheiden, erkennen.

Mit Hilfe dieses Antikorpers wurde die Co-Elution von USP15 und dem CSN-Komplex
wiahrend der gesamten Priparation des CSN aus Erythrozyten verfolgt. Nach der Lyse der
Zellen wurde im ersten Schritt der Aufreinigung das Erythrozytenlysat iiber einen DEAE
Anionenaustauscher in ca. 65 Fraktionen mit ansteigendem Salzgradienten (50 —400 mM

KCI) von einer Siule eluiert.

In Abb. 24A sind die Fraktionen 40 - 54 dargestellt. In den Fraktionen 44 - 50 eluierten
sowohl das CSN als auch USP15. Der Grofteil des Enzyms eluierte jedoch bei hoherer
Salzkonzentration von der Sdule. Fiir die anschlieBende Aufreinigung im Glyceringradienten
(10 - 40%) wurden die Fraktionen 39 - 48 vereinigt und eine Ultrazentrifugation durchgefiihrt.
Im Westernblot war nun eine Gleichverteilung von CSN und USP15 zu sehen (Abb. 24B), die
sich nach Vereinen der Fraktionen 13 -15 in den nachfolgenden Aufreinigungsschritten

fortsetzte.

Der am Ende nach der MonoQ-Sédule gewonnene CSN-Komplex wies ebenfalls USP15 auf
(Abb. 24C). Die folgenden Experimente wurden mit den Fraktionen 22 - 26 durchgefiihrt.

In den ersten Aufreinigungsschritten war deutlich eine zweite Bande, die in der SDS-PAGE
langsamer migrierte, mit dem Anti-USP15-Antikorper zu erkennen. Dabei konnte es sich um

eine andere Isoform des USP15 oder um eine phosphorylierte Form des Enzyms handeln

(siche 4.3.3).
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Abb. 24: USP15 wird wihrend der Préparation aus humanen Erythrozyten mit dem CSN aufgereinigt

(A) Westernblot von den Fraktionen 40-54 der DEAE-Saule, dem ersten Aufreinigungsschritt der CSN-Préparation. Die
Membranen wurden mit Anti-USP15- und Anti-CSN3-Antikdrper inkubiert. Die mit Pfeilen markierten Fraktionen 39-48
wurden fiir die weitere Aufreinigung vereinigt. (B) Westernblot der Fraktionen 9-16 des 10-40% Glyceringradienten mit
denselben Antikdrpern wie in (A). Die Fraktionen 13-15 wurden fiir die weitere Aufreinigung vereinigt. (C) Westernblot
der Fraktionen 16-30 der MonoQ-Séule. Das aufgereinigte CSN eluiert in die durch Pfeile gekennzeichneten Fraktionen
22-26 wie durch Anti-CSN5-Antikdrper gezeigt. In diesem Schritt coeluiert das USP15 mit dem CSN. ,,** kennzeichnet
mogliche Phosphorylierungsbanden von USP15 (Hetfeld et al., 2005).

4.3.2  Interaktion zwischen CSN und USP15

Als néchstes sollte untersucht werden, an welche Untereinheit/-en des CSN das USP15
bindet. Dazu wurde ein Far-Westenblot (Filterbindungsassay) mit den rekombinanten CSN-
Untereinheiten CSN1, 2, 3, 5, 6, 7 und 8 sowie mit dem aufgereinigten CSN-Komplex
durchgefiihrt. Nach dem Westernblot wurde die blockierte Membran mit rekombinantem
USPI15 inkubiert und anschlieBend die Interaktionen mit dem Anti-USP15-Antikorper

identifiziert.

In Abb. 25 ist die Bindung von USP15 an CSNS5 und CSN7 des CSN-Komplexes sowie an die
rekombinanten Untereinheiten CSN5 und CSN7 zu erkennen. Die iibrigen Untereinheiten

zeigten keine Wechselwirkung mit USP15.
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Abb. 25: Bindung von USP15 an CSN5 und CSN7
FAR-Westernblot des CSN-Komplex und der rekombinanten Untereinheiten CSNS5 und CSN7. Nach SDS-PAGE und
Westernblot wurde die blockierte Membran mit rekombinantem USP15 inkubiert und anschlieend ein Nachweis mit
Anti-USP15-Antikorper durchgefiihrt. Die Position der Proteine ist gekennzeichnet. ,,** kennzeichnet eine unspezifische
Wechselwirkung des Anti-Kaninchen-Antikorpers.
Zur weiteren Eingrenzung der Interaktion zwischen dem Enzym und dem CSN-Komplex
wurden nun Fragmente von USPIS5 hergestellt. Durch das Ausnutzen interner
Restriktionsschnittstellen wurde ein N-terminales Fragment von USP15 von Aminosdure
1-488 und ein C-terminales Fragment von 724-952 mit N-terminalem His-Tag kloniert und
die Proteine aufgereinigt. Diese beiden Fragmente wurden mit oder ohne CSN-Komplex fiir

30 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend im Glyceringradienten (5-30%) aufgetrennt.

Abb. 26 zeigt Westernblots jeder zweiten Fraktion der vier Gradienten nach TCA-Féllung.
Das N-terminale Fragment USP15 (1-488) scheint zu dimerisieren, da es sich mit dem Anti-
Hise-Antikorper hauptséchlich in den Fraktionen 14-16 des Gradienten wiederfinden liel3
(Abb. 26A). Zusammen mit dem CSN kam es zu einer Verschiebung hin in die schwereren
Fraktionen, in denen sich das CSN befand. Dagegen zeigte sich beim C-terminalen Fragment
USP15 (724-952) eine breite Verteilung iiber den Gradienten bereits ohne CSN-Komplex
(Abb. 26B). Der Hauptanteil befand sich jedoch in den Fraktionen 16-18. Die Inkubation mit
CSN fiihrte zu einer leichten Verschiebung hin zu schwereren Fraktionen, die jedoch nicht

deutlich ausfiel.
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Abb. 26: Interaktion zwischen USP15 (1-488) oder USP15 (724-952) und CSN

Glyceringradient (5-30%) von rekombinantem His-USP15 (1-488) oder His-USP15 (724-952) mit oder ohne CSN nach
30 min Inkubation bei 37°C. A) Westernblot nach TCA-Féllung jeder zweiten Fraktion des Gradienten. Nachweis von
USP15 (1-488) mit Anti-His- und des CSN mit Anti-CSN3-Antikorper. B) Westernblot nach TCA-Fillung wie in A).
Der Nachweis von USP15 (724-952) erfolgte mit Anti-USP15-Antikorper.

4.3.3  Phosphorylierung von USP15

Beim Nachweis von USP15 in der Priparation des CSN aus Erythrozyten wurde in den ersten
Aufreinigungsschritten eine Doppelbande mit dem spezifischen Antikdrper detektiert. Eine
mogliche Erklarung sind Phosphorylierungen des Enzyms. In unserer Arbeitsgruppe konnten
zwel am CSN assoziierte Kinasen identifiziert werden, die CK2 und die PKD. Beide lassen
sich am aufgereinigten CSN-Komplex nachweisen (Uhle et al., 2003). Um zu klédren, ob diese
Kinasen USP15 phosphorylieren, wurden neben dem rekombinanten Protein auch die beiden
Fragmente USP15 (1-488) und USP15 (724-952) eingesetzt. Die Proteine wurden entweder
mit rekombinanter CK2, PKD oder der CSN-Pridparation zusammen mit radioaktivem
[y-*P]JATP fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Die Ansitze wurden durch SDS-PAGE getrennt, mit

Coomassie gefarbt und eine Autoradiographie des getrockneten Gels angefertigt.
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Abb. 27: Phosphorylierung von USP15wt und USP15 (724-952) durch CSN und die CSN-assoziierte Kinase CK2
Rekombinantes His-USP15, USP15 (1-488) und USP15 (724-952) wurden mit rekombinanter CK2, PKD oder dem
aufgereinigten CSN in Gegenwart von [y-">PJATP inkubiert. Nach 1 h bei 37°C wurden die Ansitze durch SDS-PAGE

getrennt, mit Coomassie gefirbt (linkes Bild) und eine Autoradiographie des getrockneten Gels angefertigt (rechtes Bild).
Die Positionen der rekombinanten Proteine sind durch Pfeile markiert (Hetfeld et al., 2005).
In Abb. 27 ist bei gleicher Proteinmenge (linke Spalte) in der Autoradiographie (rechts) eine
starke Phosphorylierung des gesamten Proteins durch die rekombinante CK2 und durch das
CSN, nicht jedoch durch die PKD zu sehen. Das N-terminale Fragment von Aminoséure
1 - 488 weist nahezu keine Phosphorylierung auf. Dagegen wird USP15 (724-952) stark durch
die CK2 und auch durch den CSN-Komplex phosphoryliert.

Die am CSN assoziierte Kinase CK2 scheint somit den C-Terminus von USP15 an einer oder
mehreren Stellen zu phosphorylieren. Daher wurde nach den Konsensussequenzen fiir die
CK2 in diesem Bereich des Enzyms gesucht. Die Konsensussequenz der CK2 lautet: S/T-x-x-
D/E/pS/pY (Meggio et al., 1994). Es konnten vier potentielle Motive im Bereich zwischen den
Aminosduren 724 und 952 identifiziert werden (Tabelle 2).

Tabelle 2: CK2-Konsensussequenzen in USP15 (724-952)

CK2-Konsensussequenz Aminoséure in USP15
T-T-K-E 767 -770
T-L-V-D 821 - 824
T-A-S-E 885 - 888
S-D-E-D 932 -935

Zunichst wurde an der potentiellen Phosphorylierungsstelle S932 eine Punktmutation zu
Alanin generiert. Zum Vergleich wurden das mutierte Protein sowie der Wildtyp (wt) mit

rekombinanter CK2 und radioaktivem [y-“PJATP wie oben beschrieben inkubiert. In Abb. 28
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ist zu erkennen, dass die Mutante USP15S932A durch die CK2 genauso stark wie das
Wildtypenzym  phosphoryliert wird. Die mutierte = Aminosdure spielt somit
hochstwahrscheinlich keine wichtige Rolle bei der Phosphorylierung.

Coomassie Autoradiographie

USP15 USP15S932A USP15 USP15S932A
o7 12

Abb. 28: Phosphorylierung von His-USP15 und His-USP15S932A durch die CK2
Rekombinantes His-USP15 und His-USP15S932A wurden mit rekombinanter CK2 in Gegenwart von [y-"“P]ATP
inkubiert. Nach 1 h bei 37°C wurden die Ansédtze durch SDS-PAGE getrennt, mit Coomassie geférbt (linkes Bild) und

eine Autoradiographie des getrockneten Gels angefertigt (rechtes Bild).

In einem zweiten Ansatz zur Identifizierung der relevanten Phosphorylierungsstellen wurde
eine Massenspektrometrie durchgefiihrt. Das C-terminale Fragment USP15 (724-952) wurde
mit oder ohne rekombinanter CK2 und 1 oder 0,1 mM ATP fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Nach
SDS-PAGE wurden die mit Coomassie gefarbten Proteinbanden in Kooperation mit
Christoph Weise tryptisch verdaut und die Fragmente iiber Massenspektrometrie vermessen.
Die analysierten Massen deckten fast das gesamte Protein ab. Die Methode war jedoch nicht
sensitiv genug. Es konnten keine Differenzpeaks festgestellt werden, aus denen auf die

Phosphorylierungsstellen hitte geschlossen werden konnen.

4.3.4  Ubiquitinierungsassay mit USP15

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob die vorliegende Phosphorylierung durch die
CK2 einen Einfluss auf die Stabilitit von USP15 aufweist. Dazu wurde der Einfluss von
Curcumin, einem bekannten Kinasehemmstoff, in einem in vitro Ubiquitinierungsassay
untersucht. Als Quelle fiir das Ubiquitinierungssystem wurde HeLa Zelllysat eingesetzt. Das
rekombinante USP15 wurde mit einem ATP-regenerierenden System, zusétzlichem Ub, dem
Zelllysat sowie mit oder ohne 50 uM Curcumin fiir 0 bzw. 4 h bei 37°C inkubiert. Aliquots
wurden nach Westernblotting mit Anti-USP15-Antikorper analysiert. Die restlichen Ansitze
wurden mit Ni-NTA-Beads inkubiert, gewaschen und die gebundenen Proteine ebenfalls im

Westernblot mit Anti-USP15- sowie Anti-Ub-Antikdrper nachgewiesen.
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Abb. 29: Curcumin induziert die Bildung von HMW-USP15

Rekombinantes His-USP15 wurde mit Ub und HeLa-Zelllysat mit oder ohne 50 pm Curcumin fiir die angezeigten

Zeitintervalle inkubiert. Aliquots wurden nach Westernblot mit Anti-USP15-Antikérper detektiert (links). Inkubation der

Proben mit Ni-NTA Magnetagarosepartikeln. Nachweis der hochmolekularen USP15-Spezies (HMW-USP15) nach

Westernblot mit Anti-USP15- und Anti-Ub-Antikérpern (Mitte und rechts) (Hetfeld et al., 2003).
In Abb. 29 sind die Ergebnisse dargestellt. Im Westernblot (linkes Bild) war deutlich zu
erkennen, dass die Inkubation von USP15 im HeLa Zelllysat iiber 4 h bei 37°C keinen
Einfluss auf die Stabilitit ausiibte. Hingegen kam es bei Zugabe von Curcumin zu einer
deutlichen Reduktion von USP15 bei gleichzeitiger Bildung von hochmolekularen Banden,
die der Anti-USP15-Antikorper erkannte. Wahrscheinlich handelte es sich dabei um
ubiquitinierte USP15-Spezies (HMW-USP15). Die Inkubation der Ansédtze mit den Ni-NTA
Magnetagarosepartikeln (mittleres und rechtes Bild) zeigte zum einen eine stirkere Bindung
der 0 h-Kontrolle an die Partikel als nach Inkubation bei 37°C. Dariiber hinaus war die starke
Bildung von HMW-USP15 nach Zugabe von Curcumin mit dem Anti-USP15-Antikdrper zu
sehen. Mit dem Anti-Ub-Antikoérper wurde bestétigt, dass es sich dabei um Poly-Ub-
Konjugate handelte. Aullerdem erkannte der Antikorper wie erwartet eine Bande auf Hohe
des USP15, am deutlichsten bei 0 h zu sehen, welche das am aktiven Zentrum des USP15

gebundene Ub kennzeichnet.

4.3.5 Sequenzanalyse von USP15

Im Anschluss wurde die Sequenz des identifizierten Enzyms ndher charakterisiert. In den
vorangegangenen Experimenten mit aufgereinigtem CSN-Komplex zeigte sich eine
unerwartete vollstindige Hemmung der USP15-Aktivitit durch den Metalloproteaseinhibitor
OPT (4.2.2). Deubiquitinierungsenzyme der UBP-Gruppe waren jedoch bisher als
Cysteinproteasen beschrieben. Deshalb wurde in Kooperation mit Hartmut Scheel und Kay
Hofmann von der Firma Memorec eine Sequenzanalyse von den ca. 60 heute bekannten

humanen USPs durchgefiihrt.
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* * * *

USP15 HS 430 AKT] PIIXMKKER (330) DP) PNOKEH Q9Y4E8-2
USP11 HS 407 GN PIIFTSHKR (303) NP PS®KOH P51784
Usp4 HS 443 AK PINZTKKDR (307) DP) PN@®KKH Q13107
UBP12 SC 518 ON PIAZVDTVW (418) DS PT@®KEH P39538
UBP12B SP 424 YO PINSTSAKW (240) DS PGOKAF Q9USM5

( )

( )

( )

UBP12A SP 455 IN'T PINZVKQVW (344) DP) PT®KEF 060079
USP15 CE 417 EKI PINYPKEQI (255) DS PQOEKKH Q9TYYS8
USP15 AT 470 GKI PIRYSTLTR (278) DM PSE®KEH Q93Y01
usp7 HS 316 VEGTHP KYVEYROEKEVDYREDRREDN YBFIOMSFIKGKKNT  ( 16) NKEDAGEHGLQ 093009
UBP15 SC 307 VEGKIENE K¥ YE INVDYERARVIZD WDLQiN KNFKNL ( 16) NQMAAQDYGLQ P50101
UBP15 SP 332 VENAIEND Ki Y| IDVNYESSRVIADIGWIBRIOIN\YYKGMDTL ( 16) NK}44AEGHGLQ QO9UTT1
UBP5 SP 336 VENAIETN Ky KEY| NVNFEGARSHDpWIBEION\YKGMKNL  ( 16) NCp43ADTYGFQ Q09879

Abb. 30: Sequenzvergleich der Zn-Finger enthaltenden Region des humanen USP15 und ausgewahlter UBPs

Der obere Block enthilt Paraloge und Orthologe von USP15. Orthologe von USP7/HAUSP sind im unteren Block
dargestellt. Die moglichen Zn-koordinierenden Cysteine sind blau unterlegt und durch einen Stern gekennzeichnet. Die
Cysteine der unteren USP7-Gruppe binden wahrscheinlich kein Zn. Die zweite Spalte gibt die Spezies, die dritte die
Position der dargestellten Sequenz an. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der im Sequenzvergleich nicht
dargestellten AS an. Konservierte Positionen in wenigstens 50% von ~60 untersuchten USPs sind in grau,
unverdnderliche Positionen in schwarz/blau unterlegt. ,,%" gibt die Bindungsstelle von USP7 fiir den Hemmstoff Ub-
aldehyd an (Hu et al., 2002). In der letzten Spalte ist die SWISS-PROT Zugangsnummer fiir jede Sequenz angegeben.
Verwendete Abkiirzungen: H. sapiens (HS), S. pombe (SP), S. cerevisiae (SC), C. elegans (CE) and A. thaliana (AT)
(Ausschnitt aus der Dissertation von Hartmut Scheel und (Hetfeld et al., 2005))

In Abb. 30 ist ein Auszug der Ergebnisse des Sequenzvergleichs dargestellt. USP15 gehort zu
einer Subgruppe von UBPs, die vier Cysteinreste aufweisen, die paarweise mit einer gro3en
Insertion dazwischen angeordnet sind. Im oberen Abschnitt dargestellt sind USP15 mit seinen
Paralogen USP11 und USP4 sowie die Orthologen verschiedener Spezies, die alle das
identifizierte Motiv aufweisen. Die vier Cysteinreste konnten einen Zinkfinger bilden, d.h.

2+ ..
7Zn”" koordinieren.

Bei der Sequenzanalyse wurde eine weitere Subgruppe innerhalb der USPs identifiziert. Zu
dieser gehort USP7/HAUSP. In Abb. 30 ist das Enzym mit seinen Orthologen in Hefe im
unteren Block dargestellt. Diese Gruppe von Proteinen besitzt ein kleineres Molekulargewicht
als die erste, enthélt nur noch ein konserviertes Cystein und keine Insertion, kann somit

wahrscheinlich kein Zn binden.

4.3.6  Deubiquitinierung von linearem Ub-GFP

Die Identifizierung eines moglichen Zinkfingers in USP15 bildete einen Hinweis fiir die

beobachtete Inhibition mit dem Metalloproteaseinhibitor OPT bei der CSN-Préparation (siche
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Abb. 20). Um die Funktionalitit des Zinkfingers zu testen, wurde durch Punktmutation das
Cystein an Position 783 zu Alanin mutiert, um somit die potentielle Bindung eines Metallions

zu unterbinden.

Das Modell in Abb. 31 veranschaulicht die Positionen der paarweisen Cysteinreste innerhalb

der katalytisch aktiven Triade des USP15.

USP15 | _
katalytische Triade
y
269 419422 780783 862879

G 5. B C. & H D

| hd hd hYd
[ [ | [ Il ]
1 Zn-bindende Aminosauren 952

Abb. 31: Modell von USP15

Humanes USP15 Isoform 2 (Q9Y4ES-2) mit katalytisch aktiver Triade an den Positionen C269, H862 und D879 (rot)

sowie Zn-bindende Cysteine an den Positionen 419, 422, 780 und 783 (blau) (Hetfeld et al., 2005).
Zunidchst wurde lineares Ub-GFP als Substrat mit dem wt USP15 sowie der Mutante
USP15C783A eingesetzt. Wie im Westernblot in Abb. 32 mit Anti-GFP-Antikorper zu sehen
ist, wurde das Substrat von beiden Enzymen gleichmidfBig gut gespalten. Die Inkubation mit
OPT zeigte hier weder beim Wildtyp noch bei der Mutante eine Wirkung. Der

Cysteinproteaseinhibitor NEM hemmte wie erwartet beide Enzyme vollstindig.

Ub-GFP-Abbau

USP15wt USP15C783A
Oh 1h 2h Oh 1h 2h

— e —— [ —— ] < Ub-GFP

—— === ==|<« GFP

——— — | ————— < | |b-GFP

+OPT
—— =]« GFP
+ NEM [———— |t e < Ub-GFP
« GFP

Anti-GFP

Abb. 32: Inhibitoreffekte auf die Deubiquitinierungsaktivitdt von USP15wt und USP15C783A beim Abbau von Ub-GFP
Inkubation von His-USP15wt und His-USP15C783A mit Ub-GFP bei 37°C in Ab- oder Anwesenheit von 5 mM OPT
oder 5 mM NEM fiir die angegebenen Zeitpunkte. Westernblot mit Anti-GFP-Antikérper. Ub-GFP und GFP sind
angezeigt (Hetfeld et al., 2005).
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4.3.7  Abbau von polyubiquitinierten Substraten durch USP15

Im Folgenden wurde die Deubiquitinierungsaktivitdt von rekombinantem USP15wt und der
Mutante USP15C783A mit iiber K48 verkniipftem Ubs und den beiden Hemmstoffen OPT
und NEM getestet. Abb. 33A zeigt nach Westernblot mit Anti-Ub-AntikGrper einen
zeitabhingigen Abbau von Ubs durch den Wildtyp.

A Ub,-Abbau B Ub.-Muc1-Abbau
USP15wt USP15wt
0 1 2 0o 1 2
== =t
<+— Ub,-Muc1
+OPT [ | «— UbMuct
=HEM : ®|<— Ub:-Muc1
USP15C783A i |§‘d~ «— Ub,-Muc1
_— + Curcumin _ . Ubi-Muc‘}
E’_ USP15C783A
Anti-Ub

-

Anti-Muc1

Abb. 33: Abbau von Ubs und Ubs-Mucl durch His-USP15wt und His-USP15C783A
Die rekombinanten Proteine wurden mit 5 mM OPT, 5 mM NEM oder 50 uM Curcumin fiir 15 min vorinkubiert und den
Ansitzen nach Zugabe von Ub, (A) bzw. Ubs-Mucl (B) nach den angegebenen Zeitpunkten Aliquots entnommen. Die
Membranen wurden nach Westernblotting mit Anti-Ub- bzw. Anti-Mucl-Antikérper inkubiert. Die Positionen von Uby
sowie Ubs-Mucl und Uby-Mucl sind angegeben (Hetfeld et al., 2005).

Dieser Abbau wurde wie erwartet vollstindig durch NEM gehemmt. Uberraschend trat nun

ebenfalls eine vollstindige Hemmung durch OPT auf. Im Experiment wurde das Enzym wie

zuvor fur 15 min mit den Hemmstoffen vorinkubiert.

Als néchstes wurde das polyubiquitinierte Substrat Ubs-Mucl unter denselben Bedingungen
eingesetzt (Abb. 33B). Hier wurde zusitzlich Curcumin in einer Konzentration von 50 uM als
Inhibitor der DUB-Aktivitdt verwendet. Auch bei diesem Substrat lag eine vollstindige
Hemmung des Abbaus sowohl bei NEM als auch bei Verwendung von OPT vor. Curcumin

zeigte unter diesen Bedingungen keinen oder nur einen geringen Einfluss auf die Aktivitit.

Die Mutante USP15C783A wurde ebenfalls mit beiden Substraten inkubiert (Abb. 33A+B
unten). Es zeigte sich, dass der Verlust eines Zink-koordinierenden Cysteins ausreicht, um
eine vollstindige Hemmung der Deubiquitinierungsaktivitit bei beiden Substraten zu

bewirken.
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4.3.8 Bindung von Ubs an USP15

Die unterschiedlichen Ergebnisse von wt USP15 und der Mutante je nach eingesetztem
Substrat und Hemmstoff deuteten darauf hin, dass der identifizierte Zinkfinger nur fiir den
Abbau von tiber Isopeptidbindungen verkniipften Ub-Ketten relevant ist. Der Zinkfinger
konnte somit eine Bindungsstelle fiir polyubiquitinierte Substrate darstellen. Um diese
Fragestellung ndher zu beleuchten, wurde rekombinantes His-USP15 mit oder ohne NEM
oder die Mutante ohne funktionsfihigen Zn-Finger an Ni-NTA-Magnetagarosepartikel
gebunden, gewaschen und anschlieBend fiir 15 min mit Ubs inkubiert. Die kurze
Inkubationszeit sollte dem Abbau des Substrates entgegenwirken. Nach dreimaligem
Waschen wurden die Proteine in der SDS-PAGE getrennt, auf Nitrocellulose iiberfiihrt und
mit dem Anti-Ub-Antikorper die Bindung von Uby liberpriift.

Abb. 34 zeigt die Bindung von Ubs an wt USP15. Die Zugabe von NEM, das im aktiven
Zentrum des Enzyms bindet, reduzierte die Bindung signifikant. Die Mutante USP15C783A

ohne funktionsfahigen Zinkfinger weist ebenfalls eine stark reduzierte Bindung von Ub, auf.

Anti-USP15

Anti-Ub

ADbb. 34: Zn-Finger von USP15 ist essentiell fiir die Bindung von Ub,

Rekombinantes USP15 mit oder ohne NEM oder USP15C783A wurden an Ni-NTA-Magnetagarosepartikel gebunden
und fiir 15 min mit Ub, inkubiert. Nach dem Waschen wurden die Partikel aufgekocht und nach der SDS-PAGE und
Westernblotting mit Anti-USP15- und Anti-Ub-Antikorper getestet (Hetfeld et al., 2005).

439 Effekt von USP15 auf Rbx1

Die Identifizierung eines Deubiquitinierungsenzyms am CSN-Komplex warf die Frage nach
einer Funktion in vivo auf. Es war bekannt, dass Cullin-haltige E3-Ligasen an das CSN
binden und vom JAMM-Motiv in CSNS5 die Culline deneddyliert werden. Die eigentliche Ub-

Ligase in diesen Komplexen ist ein Vertreter der Rbx-Familie, welcher nach
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Autoubiquitinierung durch das 26S Proteasom abgebaut wird (Ohta et al., 1999).

Um zu kldren, ob das am CSN assoziierte USP15 einen Einfluss auf die Ub-Ligase zeigt,
wurde Rbx1 mit einem C-terminalen zz-Tag (bereitgestellt von Michael Seeger) zusammen
mit Myc-USP15, der Mutante Myc-USP15C783A oder als Kontrolle mit Myc-Vektor in
HeLa Zellen transfiziert. Nach zwei Tagen wurden die Zellen fiir 0, 3 oder 6 h mit
Cycloheximid behandelt, um den Abbau von Rbx1 ohne weitere Translation zu untersuchen.
Die Zellen wurden lysiert und nach dem Westernblot Rbx1, USP15 und als Ladekontrolle die

20S Proteasom-Untereinheit a6 mit den entsprechenden Antikérpern nachgewiesen.

CHX CHX CHX
Oh 3h 6h Oh 3h 6h Oh 3h 6h
Rbx1-zz + Myc-Vektor [-— I [. . '-| ’_- — -I
Rbx1-zz + Myc-USP15 S — TR e g | | S am—

Rbx1-zz + Myc-USP15CT83A |mu s s | | g o | | s sy s
Anti-Rbx1 Anti-USP15 Anti-6

Abb. 35: Die Co-Transfektion von Rbx1 und wt USP15, aber nicht USP15C783A, stabilisiert Rbx1

HeLa Zellen wurden transient mit den cDNAs von Rbx1-zz und Myc-Vektor, Myc-USP15 oder Myc-USP15C783A
transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen fiir die angegebenen Zeitintervalle mit 10 pg/ml Cycloheximid (CHX)
behandelt, anschlieend lysiert und gleiche Proteinmengen auf das Gel zur SDS-PAGE geladen. Nach dem Westernblot
wurde die Membran mit Anti-Rbx1-, Anti-USP15- und als Ladekontrolle mit Anti-o6-Antikorper inkubiert. ,,*
kennzeichnet das vom USP15-Antikdrper neben dem endogenen USP15 erkannte exprimierte Myc-USP15 oder Myc-
USP15C783A (Hetfeld et al., 2005).

In Abb. 35 ist zu erkennen, dass wt USP15 und die Mutante USP15C783A gut in den Zellen
exprimiert wurden. Der Antikorper zeigte die Myc-markierten Proteine als Bande oberhalb
des endogenen USP15 (mit ,,** markiert). Die Proteinmenge von USP15 nimmt innerhalb der
untersuchten Zeitspanne nur geringfiigig ab. Dagegen war der Gehalt an mutiertem USP15
nach 6 h leicht reduziert. Bei der Co-Transfektion von Rbxl mit USP15 zeigte sich ein
deutlicher Anstieg der Proteinkonzentration von Rbx1 im Vergleich zur Leervektorkontrolle.
Die Mutante ohne funktionsfihigen Zinkfinger bewirkte dagegen eine geringere
Stabilisierung des Rbx1. Im Zeitverlauf nahm die Proteinkonzentration von Rbx1 in
Gegenwart oder Abwesenheit der Mutante ab. Die Coexpression von wt USP15 fiihrte

hingegen zur Stabilisierung der E3 Ligase.
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Ob USP15 auch eine Stabilisierung der zweiten Gruppe von RING-Ligasen ohne Cullin
bewirkt, wurde anhand der monomeren E3-Ligase Mdm2 untersucht. In einem
Ubiquitinierungsassay wurde rekombinantes Mdm2 mit und ohne USP15 in vitro inkubiert.
Hier konnte jedoch keine stabilisierende Wirkung von USP15 auf Mdm?2 festgestellt werden
(Daten nicht gezeigt).

Damit ist bisher nur ein Einfluss von USP15 auf die E3 Ligase Rbx1 gezeigt.
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S  DISKUSSION

Seit der Entdeckung des CSN 1994 in A. thaliana (Wei et al., 1994) sind zahlreiche
interagierende Proteine sowie assoziierte und intrinsische Aktivititen beschrieben worden, die
jedoch noch kein vollstindiges Bild von der Funktion des CSN-Komplexes in der Zelle
ergeben (zusammengefasst in (Bech-Otschir et al., 2005)). In der vorliegenden Arbeit wurden

neue Erkenntnisse zur Rolle des CSN als Komponente des UPS gewonnen.

5.1 DAS CSN ALS ,,ALTERNATIVER LID* DES 26S PROTEASOMS

Die Hypothese, dass der CSN-Komplex als ,,alternativer Lid*“ des 26S Proteasoms fungieren
konnte, basiert auf mehreren Grundlagen: Sequenzanalysen zeigten, dass jeder der acht CSN-
Untereinheiten eine entsprechende Lid-Untereinheit zugeordnet werden kann (Henke et al.,
1999). Dies weist auf einen moglichen gemeinsamen Vorldufer beider Komplexe hin. Zudem
zeigten Interaktionsstudien der Komplexe Parallelen in der Anordnung der Untereinheiten
zueinander (Fu et al, 2001). Erste zweidimensionale Ergebnisse lieferten elektronen-
mikroskopische Untersuchungen beider Komplexe, die eine dhnliche Architektur bestétigten
(Kapelari et al., 2000). Als letzter Hinweis diente die Tatsache, dass der CSN-Komplex bei
der Aufreinigung des 26S Proteasoms identifiziert wurde (Seeger et al., 1998).

Dem ,,alternativen Lid* widersprachen Ergebnisse, in denen eine direkte Interaktion der Lid-
Untereinheit Rpn6 mit CSN1 und CSN2 beschrieben wurde (Kwok et al., 1999; Lier and
Paululat, 2002). Wihrend die funktionelle Beteiligung des CSN am UPS gesichert scheint,
konnte somit bisher nicht zwischen einer direkten oder indirekten Interaktion des CSN und

des 26S Proteasoms unterschieden werden.

In dieser Arbeit wurde zunichst eine geeignete Methodik zur Detektion der postulierten
Wechselwirkung etabliert. Die Komplexe sollten mittels Co-Immunprézipitation
wechselseitig nachgewiesen werden, was in den ersten Experimenten mit HeLa-Zelllysaten
nicht gelang. Dies sprach dafiir, dass die Assoziation des CSN an das 26S Proteasom anstelle
des Lid-Subkomplexes oder auch an den intakten 19S Regulator nur in geringem Umfang in
vivo auftritt. Zudem lagen keine Daten zur Stabilitit oder zu den notwendigen Bedingungen
fiir eine solche Anlagerung beider Komplexe vor, was Griinde dafiir sein kdnnten, dass bei

der Detektion mit Antikdrpern die Nachweisgrenze unterschritten wurde.
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Eine Interaktion zwischen CSN und 26S Proteasom konnte durch die Optimierung der
Methodik in zwei Punkten erreicht werden: Zum einen wurde durch die Generierung von B8-
Mausfibroblasten, die permanent humanes Flag-CSN2 exprimieren, eine Verdopplung der
CSN-Konzentration in den Zellen erzielt (Huang et al., 2005). Zum anderen wurden die
Proteinkomplexe durch eine zusétzliche Auftrennung des Zelllysates im Glyceringradienten
angereichert. Obwohl mit den B8-Zellen ein Wechsel vom humanen ins murine System
vollzogen wurde, konnte mit dem Einbau der Untereinheit in den Komplex gerechnet werden,
da die Aminosduresequenz von humanem CSNZ2 identisch ist mit der murinen. Interessant
bleibt, dass die stabile Transfektion von HeLa-Zellen mit der Flag-CSN2-Untereinheit zum
Zelltod fiihrte. Die Erhohung der CSN-Konzentration in den BS8-Zellen bestdtigt frithere
Ergebnisse, bei denen CSN2 transient transfiziert wurde (Naumann et al., 1999). Auf welche
Effekte diese de mnovo-Assemblierung des Komplexes zuriickzufiihren ist, bleibt bisher
ungeklédrt. Weitere untersuchte Untereinheiten des CSN zeigen diesen Konzentrationsanstieg

nach Transfektion nicht.

Der effiziente Einbau von Flag-CSN2 in den murinen Komplex konnte im Gradienten durch
die Sedimentation der Untereinheit in die Fraktionen, in denen sich das CSN nachweisen lief3,
belegt werden (Abb. 9). Im Glyceringradienten wurde neben der erwarteten Trennung des 26S
Proteasoms und des CSN-Komplexes ein Uberlappungsbereich zwischen den jeweiligen
Hauptpeaks detektiert, in dem sich beide Komplexe wiederfanden. Dieser Nachweis ldsst
mehrere Erkldarungen zu. Es konnte sich um jeweilige Subpopulationen der Komplexe
handeln, die im Falle des CSN mit weiteren oder im Falle des 26S Proteasoms mit weniger
Proteinen assoziiert vorliegen. Andererseits konnte es sich hier gemil3 der oben aufgestellten
Hypothese um die gesuchten Hybrid-Komplexe aus dem CSN gebunden an Base und 20S
handeln. Bei einem solchen Hybrid-Komplex sind wie auch beim 26S Proteasom mehrere
Varianten denkbar. Der 20S Kernkomplex kdnnte nur auf einer oder auf beiden Seiten mit
CSN-Base assoziiert sein. Denkbar wire auch ein 20S Proteasom flankiert von dem 19S
Regulator auf der einen und dem CSN-Base auf der anderen Seite. Hybrid-Komplexe mit
Regulatoren auf beiden Seiten sollten vom Molekulargewicht her dem 26S Proteasom
entsprechen. Im Gradienten konnten in den Hauptfraktionen des 26S Proteasoms jedoch keine
solchen Komplexe nachgewiesen werden. Wahrscheinlich war ihre Konzentration im Lysat so
gering, dass sie unterhalb der Nachweisgrenze der Antikorper lagen. Mdglich bleibt
auBlerdem, dass die Bildung der Hybrid-Komplexe die Sedimentationsgeschwindigkeit im

Gradienten veriinderte und sie sich ebenfalls im Uberlappungsbereich befinden.
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Nach Immunprézipitation des CSN-Komplexes aus den Zwischenfraktionen gelang der
Nachweis der Base-Untereinheit Rpn2 und der ATPase Rpt2 (Abb. 10). Untereinheiten des
Lid wurden nicht gefunden. Diese Ergebnisse decken sich mit der Annahme eines Hybrid-
Komplexes aus CSN-Base, der als Regulator auf nur einer Seite des 20S Proteasoms vorliegt.
Nicht ausgeschlossen werden kann in diesen Experimenten eine indirekte Interaktion des CSN

mit dem intakten 19S Regulator.

Auch in der Arbeitsgruppe von Xing Deng konnten zur selben Zeit Hinweise auf eine
Interaktion zwischen CSN und 26S Proteasom erbracht werden. Eine Gelfiltration von
Blumenkohllysat in Gegenwart von Phosphataseinhibitoren und ATP zeigte die Elution von
ca. 5% der Gesamtmenge des CSN zusammen mit Rpn6 und Rpt5 (Peng et al., 2003). Bei
weiteren Experimenten mit Formaldehyd als Cross-linker konnte das CSN zusammen mit 20S
Proteasom, Base, Lid und Komponenten von SCF-Komplexen in Fraktionen mit einem
Molekulargewicht iiber dem des 26S Proteasoms nachgewiesen werden. Die Anordnung der
drei Komponenten blieb ungeklart. Immunprézipitationen dieser hochmolekularen Fraktionen
von CSN, 26S Proteasom und drei unterschiedlichen F-Box-Proteinen zeigten jeweils
Proteine der beiden anderen Komplexe. Durch die Ergebnisse wurde die Existenz von
Superkomplexen bestétigt, eine Klarung der Frage nach einer direkten oder indirekten

Interaktion zwischen CSN und 26S Proteasom jedoch nicht erreicht.

Mit Durchfiihrung eines Flag-Pulldown gelang Xiaohua Huang aus den Flag-CSN2-BS§
Zelllysaten die spezifische Elution des CSN-Komplexes mit weiteren assoziierten Proteinen.
Im Westernblot lieBen sich eindeutig neben dem vollstindigen CSN-Komplex das 20S
Proteasom sowie Untereinheiten des Base-Subkomplexes nachweisen (Abb. 12). Der
Nachweis von Lid-Untereinheiten gelang nur in einigen Experimenten. Die Ergebnisse
bekriftigen die Existenz von Hybrid-Komplexen aus CSN-Base-20S Proteasom und ein
geringes Mal} von 208 flankiert von 19S auf einer und CSN-Base auf der anderen Seite. Trotz
der Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Glyceringradienten erbrachte der Flag-

Pulldown noch keine eindeutige Zuordnung der Bindungsstelle des CSN ans Proteasom.

In einer in vitro-Kompetitionsstudie konnte jedoch ein weiterer Hinweis zur Bindungsstelle
geliefert werden. Die Inkubation der aufgereinigten Komplexe aus humanen Erythrozyten in
ansteigenden molaren Verhédltnissen von CSN zu 26S Proteasom mit anschlieBender
Immunprézipitation des 20S Proteasoms filihrte zur Verdrangung des Lid-Subkomplexes und

zu einer Zunahme des CSN (Abb. 14).
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Insgesamt deuten die vorliegenden Daten auf eine Anlagerung des CSN anstelle des Lid-
Subkomplexes an das Base-20S Proteasom hin. Die Assoziation des CSN an das gesamte 26S
Proteasom kann, wie bei Peng et al. diskutiert (Peng et al., 2003), nicht ausgeschlossen
werden. Dieser Hybrid-Komplex ist zudem mit Cullin-haltigen RING-Ligasen assoziiert
(Huang et al., 2005). Weitere Experimente sind notwendig, um detaillierte Aussagen zu den
Bedingungen fiir einen Austausch von CSN und Lid oder die Anlagerung des CSN an das 26S

Proteasom treffen zu konnen.

5.2  DAS CSN - EIN EFFEKTOR DES 26S PROTEASOMS

Die Bindung des CSN als ,,alternativer Lid* wirft die Frage nach der funktionellen Bedeutung
einer solchen Interaktion auf. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals ein Einfluss des
CSN auf die Aktivitit des 26S Proteasoms gezeigt werden. Mit zunehmenden molaren
Verhiltnissen von CSN zu 26S Proteasom konnte eine Reduktion der Peptidaseaktivitit in
Anwesenheit von ATP um bis zu 40% bei einem Verhéltnis von 20:1 (CSN : 26S Proteasom)
gezeigt werden (Abb. 15). Das verwendete fluorogene Peptid ist ein Substrat fiir die
Chymotrypsin-dhnliche Aktivitdt des Proteasoms, wird jedoch auch alleine vom 20S
Proteasom ohne Regulator abgebaut. Dass die Reduktion der Aktivitit nur bei Anwesenheit

von ATP gemessen wurde, lasst auf eine Beeinflussung des 26S Proteasoms schlief3en.

Die Ergebnisse dieser Experimente geben einen ersten Hinweis auf einen Effekt des CSN auf
die Aktivitdt des Proteasoms. Die Bindung des CSN an die ATPasen des Base-Subkomplexes
konnte zu einer Konformationsianderung fithren, welche das Eintreten des Substrates ins 20S
Proteasom erschwert. Denkbar bleibt weiterhin die Assoziation des CSN an das gesamte 26S
Proteasom, wodurch sich die Moglichkeit einer sterischen Hemmung des Substrateintritts

zusitzlich zu einer ausgelosten Konformationsédnderung ergibt.

Das 26S Proteasom degradiert hauptsachlich polyubiquitinierte Substrate, wobei Ub-Ketten
mit vier oder mehr verkniipften Ub erkannt werden (Thrower et al., 2000). Aus diesem
Grunde wurden zwei penta-ubiquitinierte Proteine eingesetzt, um den Einfluss des CSN auf
die Aktivitdt des 26S Proteasoms weiter aufzukldaren. Bei den Substraten Ubs-E7 und Ubs-
Mucl von Annett Helfrich war das Protein jeweils linear am N-Terminus mit der Ub-Kette
verkniipft. Fiir das Papillomavirusprotein E7 ist diese seltene N-terminale Polyubiquitinierung
und der Abbau durch das 26S Proteasom beschrieben worden (Reinstein et al., 2000). Bei

dem zweiten Substrat handelt es sich um das artifiziell viermal aneinander gereihte Epitop
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950-958 des Glycoproteins Mucinl. Fiir dieses Epitop ist die Generierung durch das
Proteasom und die Prisentation als Tumorantigen auf MHC Klasse I auf der Zelloberflache
bekannt (Brossart et al., 1999). Die mehrmalige Verkniipfung des Epitops und lineare
Markierung mit der Poly-Ub-Kette erwies sich nach Angaben von Annett Helfrich als

geeignet, um als Substrat fiir das 26S Proteasom zu fungieren.

Der Einsatz von Ubs-E7 fiihrte weder zur erwarteten Abspaltung des Ubs und Proteolyse von
E7 durch das 26S Proteasom noch zu einer Deubiquitinierung iiberhaupt (Abb. 16). Das 26S
Proteasom besitzt mit seiner Lid-Untereinheit Rpnll eine intrinsische Deubiquitinierungs-
aktivitdt und zudem mindestens zwei assoziierte DUBs, UCH37 (wahrscheinlich an Rpnl2
gebunden) und USP14 (wahrscheinlich an Rpnl gebunden). Fiir das Ausbleiben der Spaltung

der Poly-Ub-Kette lassen sich mehrere Griinde auffiihren:

Nach dem vielstufigen Prozess der Aufreinigung ist es wahrscheinlich, dass die DUBs nicht
mehr am 26S Proteasom assoziiert sind. Unklar bleibt, warum Rpnl1 mit seiner intrinsischen
Aktivitdt keine Wirkung aufwies. In jedem Fall war der vollstandige Lid-Komplex wahrend
der Préparation erhalten geblieben. Einen weiteren Grund der mangelnden Spaltung liefert das
Substrat selber. Fiir das HPV E7 wurde die pH-abhingige Konformationsinderung gezeigt,
die zur Bildung von Oligomeren zu fiithren scheint (Alonso et al., 2004). Moglicherweise ist
das von den Antikorpern gegen E7 und Ub detektierte Protein nicht das gewiinschte Ubs-E7,
sondern hauptsidchlich ein Konglumerat aus linearen Ub-E7-Proteinen. Eine solche
hochmolekulare Struktur konnte einerseits nach Bindung zu einer Blockierung des 26S
Proteasoms fiihren, andererseits konnte ein Oligomer gar nicht als Substrat erkannt werden.
Die Folge wiren weder eine Deubiquitinierung noch die Proteolyse durch das Proteasom, wie

im Experiment zu beobachten war.

Der Einsatz des artifiziellen zweiten Substrates Ubs-Mucl zeigte hingegen den effektiven
Abbau der Mucl-Epitope durch das 26S Proteasom bei gleichzeitiger Deubiquitinierung der
Poly-Ub-Kette (Abb. 17). Diese Ergebnisse bestitigen, dass in der Pridparation des 26S

Proteasoms zumindest Rpnl1 oder sogar weitere assoziierte DUBs in aktiver Form vorliegen.

Zur Beantwortung der Ausgangsfrage nach einer Beeinflussung der Aktivitit des 26S
Proteasoms durch das CSN schien folglich nur das zweite Substrat geeignet. Der Einsatz eines
10-fachen molaren Uberschusses an CSN verlangsamte die Proteolyse durch das Proteasom
nachdriicklich und fiihrte stattdessen zur Generierung von Ub-Mucl und Spaltprodukten der

Ubs-Kette bis hin zu Mono-Ub (Abb. 17). Im Vergleich zur Kontrolle, in der das CSN alleine
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inkubiert wurde, ist kein signifikanter Unterschied zwischen An- oder Abwesenheit des 26S

Proteasoms erkennbar. Daraus ergaben sich mehrere Schlussfolgerungen:

Der CSN-Komplex verfiigt selber liber eine Deubiquitinierungsaktivitit. Dieses Ergebnis
zeigte sich ebenfalls im Experiment mit dem Substrat Ubs-E7. Das lineare Zwischenprodukt
Ub-Mucl scheint ein schlechteres Substrat sowohl fiir das 26S Proteasom als auch fiir das
CSN darzustellen, konnte also nur langsam weiter gespalten werden. Denkbar wire, dass die
fehlende Poly-Ub-Kette eine Anlagerung an das 26S Proteasom und somit den weiteren
Abbau unwahrscheinlich macht. Von der Arbeitsgruppe von Robert Cohen konnte beim
Einsatz von Ubs-DHFR (Dihydrofolatreduktase) als Substrat fiir das 26S Proteasom neben der
Proteolyse und Bildung von Ubs ebenfalls eine Anreicherung von Mono-Ub-DHFR
beobachtet werden (Yao and Cohen, 2002). Trotzdem bleibt zu beachten, dass die Spaltung
von linearen Ub-Konjugaten durch Rpnll von mehreren Arbeitsgruppen gezeigt wurde
(Guterman and Glickman, 2004; Yao and Cohen, 2002). GemiR der Hypothese vom CSN als
»alternativem Lid*“ wiirde ein solcher Austausch beider Komplexe zur Freisetzung des Lid
fiihren. Bisher ist unklar, ob der freie Lid-Subkomplex Deubiquitinierungsaktivitit aufweist

(Guterman and Glickman, 2004; Verma et al., 2002; Yao and Cohen, 2002).

Die Anwesenheit des CSN im Experiment inhibiert die Proteolyse des Substrates Ubs-Mucl
durch das 26S Proteasom. Neben dem Austausch von Lid und CSN konnte auch eine
Assoziation des CSN an das gesamte 26S Proteasom die Bindung des Substrates behindern.
Damit bestétigen diese Experimente die Aussagen, die mit dem fluorogenen Peptid getroffen
wurden. Die Fihigkeit des CSN zur Spaltung von Poly-Ub-Ketten konnte alleine der Grund
fiir die beobachtete Hemmung der Proteolyse darstellen. Ohne Ub-Kette stellen die

eingesetzten Proteine keine geeigneten Substrate fiir das 26S Proteasom dar.

5.3  DAS CSN BESITZT DEUBIQUITINIERUNGSAKTIVITAT

Eine Deubiquitinierungsaktivitit des CSN wurde erstmals auf Grund der Ergebnisse der
Elektronenmikroskopie von Barbara Kapelari postuliert. Sie konnte eine Bindung von gold-
markiertem Ubs sowohl an das CSN als auch den Lid-Komplex nachweisen (Abb. 18 +
(Hetfeld et al., 2005)). Die Bindung von Poly-Ub-Ketten an den Lid-Komplex ist sehr
wahrscheinlich auf die Assoziation an Rpnll, die DUB-Untereinheit mit JAMM-Motiv,
zuriickzufiihren (Maytal-Kivity et al., 2002; Verma et al., 2002). Denkbar wére ebenfalls, dass
Uby an das assoziierte DUB UCH37 bindet (Li et al., 2001).
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Bei dem CSN-Komplex war eine Bindung von Ub, an ein Drittel der Komplexe zu sehen und
deutete auf die Anwesenheit eines oder mehrerer DUBs hin. Bereits 2001 wurde die
Abspaltung von Nedd8 von Cullinen durch das CSN beschrieben (Lyapina et al., 2001) und
spiter dem JAMM-Motiv von CSN5 zugeordnet (Cope et al., 2002). Da Nedd8 die grofite
Ubereinstimmung in der Aminosiduresequenz zum Ub im Vergleich zu allen bisher
beschriebenen UBLs aufweist, erschien die Bindung von Ub an CSN5 moglich. Es wurden
bereits DUBs beschrieben, die gleichzeitig Ub und Nedd8 abspalten und folglich zuvor
binden kénnen (Amerik and Hochstrasser, 2004).

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde der aufgereinigte CSN-Komplex mit Uby inkubiert,
und es konnten alle Spaltprodukte bis hin zum Mono-Ub nachgewiesen werden (Abb. 19).
Die Sequenzanalyse aller CSN-Untereinheiten zeigte keine weiteren potentiellen DUB-

Motive neben dem JAMM-Motiv von CSNS5.

Bestétigt wurde diese Deubiquitinierungsaktivitit des CSN von der Gruppe von Yoshihiro
Nakatani, die einen E3-Ub-Ligase-Komplex aus Cul4A, Rbx1 und DDBI1 identifizierten, der
zur Substraterkennung entweder CSA oder DDB2 beinhaltet und bei der DNA-Reparatur
beteiligt ist (Groisman et al., 2003). Diese beiden unterschiedlichen Komplexe binden das
CSN, welches wie erwartet Nedd8 von Cul4A abspaltet. Gleichzeitig konnte hier eine
Abspaltung von Ub-Ketten von Cul4A gezeigt werden. Eine Mutation im JAMM-Motiv
fiihrte zur Deubiquitinierung nur bis zur Stufe von Mono-Ub-Cul4A. Aufgrund dieser
Ergebnisse postulierten sie die Anwesenheit von mindestens zwei unterschiedlichen
Deubiquitinierungsaktivititen am CSN: Ein DUB, welches Poly-Ub-Ketten spaltet, und
CSNS5, welches die Spaltung von Mono-Ub katalysiert.

Die vollstindige Spaltung von Ubs durch den CSN-Komplex aus Erythrozyten deutete
folglich ebenfalls auf die Anwesenheit eines assoziierten DUB in der Pridparation hin, wenn

CSNS tatséchlich nur mono-ubiquitinierte Substrate zu spalten vermag.

Zur Unterscheidung der zwei DUB-Aktivitdten wurden verschiedene Inhibitoren eingesetzt.
Der Metalloproteaseinhibitor OPT sollte die intrinsische Aktivitit hemmen und der
Cysteinproteaseinhibitor NEM die Aktivitit von zusitzlichen DUBs. Uberraschenderweise
zeigte sich sowohl beim Einsatz von OPT als auch bei NEM eine vollstindige Hemmung der
Deubiquitinierungsaktivitit des aufgereinigten CSN-Komplexes (Abb. 20). Die Hemmung

mit OPT konnte bedeuten, dass auch zusitzliche assoziierte DUBs zu den Metalloproteasen
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gehoren. Demgegeniiber stand die Hemmung durch den Cysteinproteaseinhibitor, die in

diesem Falle unerwartet war.

Dieser Widerspruch lie3 sich nach der Inkubation des Komplexes mit den Hemmstoffen und
anschlieBendem Nachweis auf einem nativen Gel kldren. Es konnte erstmalig ein Einfluss von
NEM auf die Komplexintegritit des CSN gezeigt werden. Nach einer 15-miniitigen
Inkubation war bereits der beginnende Zerfall des CSN zu beobachten, welcher nach 60 min
vollstdndig abgeschlossen war. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass im CSN-Komplex
Cysteinreste existieren, die fiir die Stabilitdt des Komplexes notwendig sind. Bisher sind keine

konservierten Disulfidbriicken beim CSN oder Lid beschrieben worden.

Fiir das 26S Proteasom wurde ebenfalls eine Hemmung durch NEM beschrieben, die auf
einen Einfluss auf die ATPasen Rpt4 und Rpt6 (Russell et al., 2001) sowie auf das 20S
Proteasom (Dick et al., 1992) zuriickzufiihren ist. Der Lid-Subkomplex alleine wurde bisher
nicht untersucht. Es bleibt in kiinftigen Experimenten zu kldren, ob diese Wirkung von NEM

in dem paralogen Komplex ebenfalls auftritt.

Der Einfluss von NEM auf die Aktivitdt von CSN5 konnte nun durch eine Dissoziation des
gesamten Komplexes erkldrt werden, da die Untereinheit als Monomer keine Aktivitéit
aufweist (Cope et al., 2002). Diese Experimente belegten zundchst, dass auch die
Deubiquitinierungsaktivitdt das komplexgebundene CSNS5 benétigt. Die Identitdt eines

assoziierten DUB blieb jedoch weiterhin unklar.

5.4  USP15 ALS NEUER INTERAKTIONSPARTNER DES CSN

Zur Ermittlung einer moglichen assoziierten Deubiquitinierungsaktivitit am CSN wurden
massenspektrometrische Untersuchungen der CSN-Prédparation durchgefiihrt, die zur
Identifizierung von USP1S5 fiihrten, einer Cysteinprotease der UBP-Familie (Abb. 23). USP15
kommt in drei Isoformen vor, die sich nur durch kurze Variationen im N-Terminus noch vor
dem zweigeteilten aktiven Zentrum unterscheiden (EMBL-Eintrag 1997 von Y. Kimura +
(Angelats et al., 2003)). Aufgrund der geringen Sequenzunterschiede zwischen den
Enzymvarianten war es bisher nicht moglich zu ermitteln, welche Isoform am CSN gebunden
vorliegt. Die Herstellung des rekombinanten Proteins aus einer HeLa cDNA-Bank lieferte die
Isoform 2. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei dem in der CSN-Priparation
gefundenen Enzym um eine der beiden anderen Spleilvarianten handelt. Eine erneute

Identifizierung mittels Massenspektrometrie wird diese Frage klaren.



Diskussion 81

Erstmalig beschrieben wurde die Isoform 2 von USP15 bereits 1999 als Paralog zu UNP
(heute: USP4) (Baker et al., 1999). Bei USP4 sind ebenfalls zwei Splei3varianten bekannt, die
im Sequenzvergleich an derselben Stelle wie bei USP15 zusitzliche 47 AS aufweisen oder
nicht. USP15 ist auf Chromosom 12q14 lokalisiert und spaltet die linearen Substrate Ub-R-[3-
Gal und Ub-P'-GST. Damit ist USP15 neben USP4 eines der wenigen UBPs, das eine
Spaltung zwischen Glycin und Prolin katalysieren kann. Das Protein enthélt wie auch USP4
die Sequenzelemente CR1 und CR2, fiir welche bei USP4 eine Assoziation an das
Retinoblastoma Tumorsuppressorprotein Rb gezeigt werden konnte (Blanchette et al., 2001;
Defeo-Jones et al., 1991). Aus Sequenzvergleichen geht hervor, dass das Ortholog von USP15
in S. cerevisiae Ubpl2p ist und im humanen System die Paralogen USP4 und USP11
vorkommen (Angelats et al., 2003).

Um moglichst alle [soformen des Enzyms detektieren zu konnen, wurde ein Antikérper gegen
den C-Terminus des USP15 generiert, der in allen Varianten identisch ist. Mit diesem konnte
die Co-Elution des Enzyms mit dem CSN-Komplex wihrend der gesamten Aufreinigung aus
humanen Erythrozyten nachgewiesen werden (Abb. 24). In den ersten zwei Schritten der
Priparation wurden vom Antikdrper zwei Proteinbanden detektiert, bei denen es sich um die
beschriebenen Spleiflvarianten handeln konnte. Moglich wire ebenfalls eine posttranslationale
Modifizierung des Enzyms z.B. durch Phosporylierung. Da es sich bei dem C-Terminus von
USP15 um den am hochsten konservierten Bereich in der Gruppe der UBPs handelt, bleibt der
Nachweis eines anderen UBP, vielleicht der Paralogen USP4 oder USP11, denkbar.

Die Isoform 2 des USP15 assoziiert direkt an die Untereinheiten CSN5 und CSN7, was ein
Far-Westernblot mit den rekombinanten Untereinheiten und dem CSN-Komplex belegte
(Abb. 25). Das in Kooperation mit unserer Arbeitsgruppe von Zhou et al. in S. pombe
identifizierte Ortholog Ubpl2p zeigte ebenfalls die Assoziation an verschiedene CSN-
Untereinheiten (Zhou et al.,, 2003). Die durchgefiihrten Pulldown-Experimente nach
Uberexpression mehrerer Untereinheiten lieBen jedoch keinen Schluss auf eine direkte

Wechselwirkung mit einzelnen Untereinheiten zu.

Eine Eingrenzung der Bindungsdomdne von USP15 an den CSN-Komplex gelang nur
teilweise. Fiir das N-terminale Fragment USP15 (1-488) konnte eine Assoziation an das CSN
im Glyceringradienten gezeigt werden (Abb. 26). Dagegen lieB die Oligomerisierung des C-
terminalen Fragment USP15 (724-952) keine eindeutige Aussage beziiglich einer Bindung an
den Komplex zu. Der C-Terminus enthilt die beiden AS H862 und D879, die im gefalteten
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Enzym mit C269 das aktive Zentrum bilden. Somit ist eine Einteilung des USP15 in
Dominen schwierig und die beiden gewéhlten Fragmente lagen wahrscheinlich nicht in ihrer
natiirlichen Konformation vor. Die bisherigen Experimente sprechen fiir eine Assoziation des

N-Terminus, ohne dabei die Bindung weiterer Bereiche im Enzym ausschlieBen zu kénnen.

Erginzend zu den in vitro-Daten konnte die Interaktion von murinem USP15 an das CSN in
vivo nach Flag-Pulldown des CSN-Komplexes aus den Flag-CSN2-B8 Mausfibroblasten
gezeigt werden (Daten von Xiaohua Huang, nicht gezeigt). In beiden Spezies sind 98% der
Aminosduren von USP15 identisch (Angelats et al., 2003). Im Experiment wies der USP15-
Antikorper nur eine Proteinbande nach. Murines USP15 kommt jedoch wie humanes in zwei
Spleifivarianten vor, so dass auch hier keine Zuordnung zu einer Isoform des Enzyms mdoglich

war.

Zur weiteren Charakterisierung von USP15 wurde untersucht, ob CSN-assoziierte Kinasen
einen Einfluss auf USP15 zeigen. In unserer Arbeitsgruppe konnten die zwei Kinasen CK2
und PKD identifiziert werden (Uhle et al., 2003), die in der CSN-Préparation co-purifizieren.
Diese Kinasen phosphorylieren die CSN-Untereinheiten CSN2 und CSN7 sowie weitere

assoziierte Proteine, wie c-Jun und p53.

In einem in-vitro-Assay konnte eine Phosphorylierung des C-terminalen Bereichs von
USP15-Isoform2 durch die assoziierte CK2 gezeigt werden. Sehr geringe oder keine
Phosphorylierung wurde im N-terminalen Fragment bis AS 488 gefunden. Die
Phosphorylierung liefert eine mdgliche Erkldrung fiir die beobachtete Doppelbande in der
CSN-Préparation, die mit dem USP15-Antikorper nachgewiesen wurde (Abb. 24). Die
Phosphorylierungsbande mit der CK2 war selbst bei kurzer Belichtung so stark, dass die Hohe
der Bande im Gel nicht genau zugeordnet werden konnte, eine leichte Verschiebung aufgrund
zusitzlicher negativer Ladung durch Phosphorylierung also denkbar scheint. Da die
Konsensussequenz der CK2-Phosphorylierung bekannt ist (Meggio et al., 1994), wurde die
Sequenz von USP15 (724-952) auf mdgliche Bindungsstellen der CK2 hin untersucht. In der
Sequenz wurden vier potentielle Motive identifiziert und das S932 einer mdglichen
Phosphorylierungsstelle zu Alanin mutiert. Es zeigte sich jedoch kein Unterschied in der
Phosphorylierung, so dass diese Position keine wichtige Phosphorylierungsstelle sein konnte.
In zukiinftigen Experimenten bleibt zu kldren, an welchen Positionen USP15 phosphoryliert

wird.
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Fiir Substrate, die durch die am CSN assoziierten Kinasen phosphoryliert werden, konnte ein
Einfluss auf deren Stabilitit gezeigt werden (Bech-Otschir et al., 2001; Uhle et al., 2003).
Eine solche funktionale Bedeutung der gefundenen Phosphorylierung von USP15 durch die
CK2 wurde mit dem Kinaseinhibitor Curcumin untersucht. Fiir Curcumin wurde bereits ein
Einfluss auf zelluldre Ub-Konjugate gezeigt. Wie in Abb. 29 zu sehen ist, fiihrte die Inhibition
der Phosphorylierung von USP15 durch Curcumin zur Bildung von hochmolekularen USP15-
Spezies, bei denen es sich wahrscheinlich um Ub-Konjugate handelt. Folglich scheint die
Assoziation des USP15 an das CSN zur Phosphorylierung durch die assoziierten Kinasen zu

fiihren und damit eine Stabilisierung des Enzyms zu bewirken.

Bisher wurde nur fiir den Tumorsuppressor CYLD (cylindromatosis protein), ein DUB der
UCH-Familie, eine Regulation durch Phosphorylierung nachgewiesen (Reiley et al., 2005).
Diese Phosphorylierung durch IKKy (IxkB kinase y) an einer Serin-reichen Sequenz von
CYLD fiihrt zur Inaktivierung des Enzyms, so dass das Substrat Traf-2 ubiquitiniert werden

kann.

Eine Ubiquitinierung anderer DUBs konnte bereits fiir DUB-1a (Baek et al., 2004) und
USP36 (Kim et al., 2005) gezeigt werden. Bei DUB-la wurde spekuliert, dass der
Ubiquitinierung eine Phosphorylierung vorausgeht. Es konnte jedoch weder die Kinase noch
die Phosphorylierungsstelle am Enzym identifiziert werden. Gezeigt wurde lediglich, dass es
sich nicht um eine Modifizierung eines Tyrosin-Restes handelt. USP36 enthilt in seiner
Sequenz ein PEST-Motiv (Rogers et al., 1986), fiir welches ein Zusammenhang mit dem
Abbau durch das UPS bekannt ist (Rechsteiner and Rogers, 1996; Spencer et al., 2004). Eine
Regulation des Abbaus durch Phosphorylierung konnte bereits bei mehreren PEST-Motiv-
enthaltenden Proteinen gezeigt werden (Lin et al., 1996; Shen et al., 2001).

Insgesamt scheint durch die Phosphorylierung eine Regulation von USP15 vorzuliegen, die
wahrscheinlich den Abbau durch das 26S Proteasom nach Polyubiquitinierung verhindert. Ob
die Phosphorylierung die Bindung an den CSN-Komplex beeinflusst, konnte noch nicht
geklart werden. Des  Regulationsmechanismus der  Phosphorylierung  und/oder
Ubiquitinierung scheinen sich auch andere DUBs zu bedienen. Interessant wire, ob sich eine
PEST-dhnliche Doméne im C-terminalen Bereich von USP15 finden lieBe und sich so eine

Parallele zu USP36 ergébe.
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5.5 IDENTIFIZIERUNG EINES FUR DIE SPALTUNG VON UB-KETTEN
ESSENTIELLEN ZINK-FINGERS IN USP15

Die Interaktion des CSN mit dem DUB USPI15 liefert eine weitere Erkldrung fiir die
beobachtete Bindung von Ubs an den Komplex in der Elektronenmikroskopie. Im aktiven
Zustand muss USP15 zunéchst Poly-Ub-Ketten binden, bevor die Spaltung erfolgen kann.
Allerdings gehort USP15 zu den Cysteinproteasen, sollte folglich mit NEM nicht aber mit
dem Metalloproteaseinhibitor OPT hemmbar sein. Diese Tatsache stand zundchst im
Widerspruch zu den Ergebnissen der Deubiquitinierung durch den aufgereinigten CSN-

Komplex.

Der Sequenzvergleich der Isoform 2 von USP15 mit anderen UBPs fiihrte zur Identifizierung
eines neuen Motivs innerhalb des grolen Sequenzeinschubs zwischen der Cys- und His-Box
mit den Aminosduren des aktiven Zentrums. Von Hartmut Scheel wurden alle 58 bis heute
bekannten humanen USPs verglichen. Er konnte eine Gruppe innerhalb dieser USPs
identifizieren, die vier paarweise angeordnete Cysteine aufweisen. Diese konnten ein Zn*"-Ion
koordinieren und so einen Zinkfinger ausbilden. Den restlichen USPs fehlt eines oder mehrere
dieser Cysteine, so dass keine Metallionen gebunden werden konnen. Zu dieser
letztgenannten Gruppe gehort USP7/HAUSP und sein Ortholog in Hefe Ubp15. Im Jahr 2004
wurde fiir USP7 ein Strukturelement beschrieben, welches einem Zn-Finger dhnelt (Krishna
and Grishin, 2004). Trotz der strukturellen Ahnlichkeit zu einem Zn-Finger enthilt USP7
keine Zn-bindenden Aminosduren an den entsprechenden Positionen, bildet also mit hoher

Wabhrscheinlichkeit keinen Zn-Finger aus.

Es ist auffillig, dass die DUBs der USP15-Gruppe eine iiber 250 AS groB3e Insertion zwischen
den zwei CxxC-Diaden aufweisen. Ein Metallion konnte zur Stabilisierung oder
Positionierung dieser insertierten Domédne dienen. Diese Idee wird von der Beobachtung
unterstiitzt, dass die Zn-bindenden Seitenketten in allen USPs mit groBem Sequenzeinschub

konserviert sind, wihrend die USP7-dhnlichen DUBs diese Insertion nicht aufweisen.

Um die Bedeutung des potentiellen Zn-Fingers in USP15 zu untersuchen, wurde das C783 zu
Alanin mutiert, was laut Voraussage zur Unterbindung der vermuteten Metallbindung
ausreichen sollte. Der Wildtyp von USP15-Isoform 2 zeigte wie erwartet eine Spaltung
sowohl von linearem Ub-GFP als auch von verzweigten Ub-Ketten, die durch den
Cysteininhibitor NEM gehemmt wurde. Anders verhielt es sich beim Einsatz des

Metalloproteaseinhibitors OPT, der am CSN-Komplex die vollstindige Hemmung gezeigt
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hatte. In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass OPT die Spaltung von
verzweigten Poly-Ub-Ketten durch USP15 verhinderte, wihrend die Deubiquitinierung von
linearen Ub-Konstrukten unbeeinflusst blieb (Abb. 32).

Diese Ergebnisse bekriftigten die Spekulation, dass eine Metall-bindende Doméne innerhalb
von USP15 an dem Abbau von Isopeptidbindungen beteiligt war. Die Sequenzanalysen von
Hartmut Scheel deuteten auf einen Zinkfinger hin. Der Einsatz der Mutante ohne
funktionsfahige Metall-bindende Doméne in den Deubiquitinierungsassays entsprach dann
genau den Erwartungen. Kein Unterschied zeigte sich in der Spaltung und Hemmbarkeit bei
Ub-GFP als Substrat. Dagegen war der Abbau der Poly-Ub-Ketten vollstindig unterbunden.
Ergidnzend konnte durch einen Pulldown gezeigt werden, dass ohne potentiellen Zn-Finger die

Mutante die Fahigkeit zur Bindung von Ub4-Ketten verloren hat (Abb. 34).

Das Zn-Finger-Motiv spielt somit eine essentielle Rolle bei der Bindung und scheint
notwendig fiir die Spaltung von Poly-Ub-Ketten zu sein. Die Bindung von Poly-Ub-Ketten
durch einen Zn-Finger wurde bereits mehrmals gezeigt. Die Ub-bindende Aktivitit der NZF
(Npl4-Zn-finger)-Familie wurde erstmalig fiir das Protein Npl4 (nuclear protein localization
4), welches zusammen mit Ufdl (Ub fusion degradation 1) einen Adaptorkomplex fiir die
AAA ATPase p97/Cdc48 bildet, beschrieben (Meyer et al., 2002). Zu den NZF-Proteinen
gehoren ebenfalls die E3 Ligase Mdm2 sowie TAB2 und TAB3, Adaptorproteine des zur
Aktivierung von NF«B fithrenden Kinasekomplexes mit TAK1. Fiir die beiden letztgenannten
konnte die bevorzugte Bindung von K63-Ub-Ketten mit dem konservierten Zn-Finger gezeigt

werden (Kanayama et al., 2004).

Bei USPS5/Isopeptidase T wurde ebenfalls eine Abhidngigkeit der Aktivitit von Zn
nachgewiesen (Gabriel et al., 2002). Anders als USP15 enthalten USP5 und zwdlf weitere
UBPs eine sogenannte PAZ (poly-Ub associated zinc finger)-Domine (Dissertation von
Hartmut Scheel). Diese erstmalig in HDAC 6 (Histone deacetylase 6) beschriebene Doméne
bindet Poly-Ub-Ketten (Hook et al., 2002). Ein Zn-Finger als Ub-Bindungsstelle ist auch bei

den RING E3-Ligasen im aktiven Zentrum vorhanden.

Ob der Zn-Finger gleichzeitig die Substratspezifitit bestimmt, werden zukiinftige
Experimente zeigen. Zu berticksichtigen bleibt, dass USP7 ohne CxxC-Diaden trotzdem Poly-
Ub-Ketten spalten kann (Canning et al., 2004). Demzufolge ist die Metallbindung keine
Voraussetzung fiir die Spaltung von Isopeptidbindungen durch diese Enzymgruppe.

Andererseits konnte fiir das DUB Cezanne (cellular zinc finger NFkB) der Otubain-Gruppe
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gezeigt werden, dass der C-Terminus fiir die Erkennung von Poly-Ub-Ketten wichtig ist. In
diesem Bereich befindet sich ein Zn-Finger, der ebenfalls eine Rolle spielen konnte (Evans et

al., 2003).

Damit scheint der Zn-Finger in der identifizierten USP-Gruppe eine weitere regulatorische
Doméne darzustellen. Denkbar ist, dass diese nur Struktur-gebend wirkt, also nicht auf das
aktive Zentrum direkt, sondern vielmehr auf die Substratbindung Einfluss nimmt. Zusétzlich
konnten noch weitere, moglicherweise Substrat-spezifische Bindungsdoménen in der groflen

Insertion zwischen den Cystein-Diaden liegen, die bisher unentdeckt sind.

In den Experimenten wurde gleichzeitig die Wirkung des Kinaseinhibitors Curcumin auf
USP15 untersucht. Dabei zeigte sich beim rekombinanten USP15 ebenso wie beim CSN keine
Hemmung der Deubiquitinierungsaktivitidt durch den Inhibitor. Dieses Ergebnis stand nicht
im Einklang mit fritheren Ergebnissen, bei denen Curcumin als ein Inhibitor von
Isopeptidasen identifiziert wurde (Mullally and Fitzpatrick, 2002). Da in der genannten Studie
die Aktivitit der DUBs in Zellen bestimmt wurde, liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei
der Hemmung statt um einen direkten um einen indirekten Effekt gehandelt haben konnte. In
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Curcumin zur Bildung von
hochmolekularen USP15-Konjugaten fiihrt, bei denen es sich wahrscheinlich um Poly-Ub-
Ketten handelt. Beeinflusst Curcumin also durch Inhibition relevanter Kinasen die zur
Proteinstabilitit notwendige Phosphorylierung von UBPs, widre die abnehmende
Deubiquitinierungsaktivitit durch den Abbau der Enzyme zu erkléren und nicht durch eine

Aktivititshemmung dieser.

5.6 DIE ROLLE DES CSN IM UBIQUITIN-26S PROTEASOMSYSTEM

Mit der Identifizierung von USP15 ist eine weitere Moglichkeit des CSN zur Regulation des
UPS aufgedeckt worden. Der scheinbare Widerspruch zwischen in vivo- und in vitro-Daten,
die einerseits von einer Aktivierung (Cope et al., 2002; Schwechheimer et al., 2001) und
andererseits von einer Hemmung (Lyapina et al., 2001) von Cullin-haltigen E3-Ligasen durch

das CSN sprechen, konnte durch das assoziierte DUB erklirt werden.

Wihrend aufgereinigte E3-Ligasen aus Wildtypzellen inaktiv waren, zeigten Ub-Ligasen aus
CSN- oder Ubpl2p-Mutanten eine starke Ubiquitinierungsaktivitit (Groisman et al., 2003;
Zhou et al., 2003). In S. pombe verhindert Ubp12p durch seine Deubiquitinierungsaktivitit die
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Autoubiquitinierung des F-Box-Proteins Poplp und fiihrt so zu einer Stabilisierung des

Proteins (Zhou et al., 2003).

In dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass das assoziierte USP15 zusitzlich eine Stabilisierung
der RING Ub-Ligase Rbx1 bewirkt. Die Cotransfektion von USP15 und Rbx1 in HeLa Zellen
filhrte zu einer Stabilisierung der E3-Ligase nach Cycloheximidbehandlung (Abb. 35).
Ebenso wie die Culline und F-Box-Proteine unterliegt auch Rbx1 der Autoubiquitinierung,
die zum Abbau durch das Ub-System fiihrt (Ohta et al., 1999) (Abb. 36a). Ausgehend von den
Zellkulturexperimenten scheint USP15 diese Autoubiquitinierung umzukehren und somit
Rbx1 vor dem Abbau zu schiitzen. Die Mutante USP15C783A, bei der ein mdglicher Zn-
Finger nicht ausgebildet werden kann, bietet keinen Schutz mehr fiir Rbx1. Somit scheint die
Abspaltung der Poly-Ub-Kette notwendig fiir die Stabilisierung von Rbx1 und F-Box-
Proteinen zu sein. Fiir USP7/HAUSP konnte ebenfalls gezeigt werden, dass es die E3-Ligase
ICPO vor der Autoubiquitinierung und dem Abbau schiitzt (Canning et al., 2004).

Das CSN mit assoziiertem USP15 konnte damit als eine Plattform zur Reassemblierung fiir
Cullin-haltige E3 Ligasen dienen (Abb. 36). Die neddylierten CRLs binden gleichzeitig ein
ubiquitiniertes E2 und mit ihrem Substrat-bindenden Rezeptor das Zielprotein, welches in
mehreren Zyklen poly-ubiquitiniert wird. Die Bindung des CSN an Cullin fiihrt zur
Deneddylierung durch CSN5 und die Bindung des E2 an Cullin wird aufgehoben (Kawakami
et al., 2001). Es kommt zur Abspaltung von Adaptor und Rezeptor, so dass sich nach erneuter
Neddylierung durch Ubcl2 ein neuer E3-Ligasekomplex formieren kann. In diesem Zyklus
verhindert USP15 die Autoubiquitinierung der Komponenten, die sonst zum Abbau der E3
Ligase fithren wirde. Zusétzlich konnte durch eine Phosphorylierung der am CSN
assoziierten Kinasen USP15 selbst wahrend der Reassemblierung der CRL stabilisiert werden

(Uhle et al., 2003).

Zumindest beim SCF-Komplex wird der Mechanismus durch CANDI noch komplizierter.
Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass das CSN und CANDI dieselbe Bindungsstelle am Cull
besetzen und eine gleichzeitige Bindung sich deshalb ausschlie8t (Min et al., 2005). Noch
sind die Daten aber nicht eindeutig und es bleibt in zukiinftigen Experimenten der
Zusammenhang zwischen CSN und De-novo-Assemblierung von Cullin-haltigen E3-Ligasen

zu klédren.
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Abb. 36: Einfluss von USP15 auf die Stabilitdt von CRLs

(a) CRLs bestehend aus Substrat-bindendem Rezeptor, neddyliertem Cullin und RING-Ligase konnen nach

Autoubiquitinierung vom Proteasom degradiert werden. (b) Nach der Bindung des CSN an den CRLs verhindert das

assoziierte USP15 diese Autoubiquitinierung. (c) CSN5 katalysiert die Abspaltung von Nedd8 vom Cullin. (d) Adaptor

und Substratrezeptor 16sen sich z.B. durch Verdringung durch CAND1 vom Komplex. Nach Neddylierung des Cullins

durch Ubc12 und Bindung eines neuen Rezeptors wird ein weiteres Substrat ubiquitiniert.
Doch welche Rolle spielt das USP15 im Zusammenspiel zwischen CSN und 26S Proteasom?
In Pflanzen- und humanen Zellen konnten Superkomplexe aus dem CSN, dem 26S Proteasom
und Cullin-haltigen E3 Ligasen identifiziert und charakterisiert werden (Huang et al., 2005;
Peng et al., 2003). Diese Superkomplexe konnten Degradationsmaschinen darstellen, die den
Abbau von Substraten von der Ub-Markierung bis hin zur Spaltung in Peptide katalysieren
(Abb. 37). Der Austausch vom Lid gegen das CSN konnte zur Proteolyse von

unterschiedlichen Proteinen fithren.

Zu bedenken bleibt, dass bisher eine Vielzahl von E3-Ligasen mit dem CSN assoziiert
gefunden wurde, aber nur wenige direkt an das 19S Proteasom binden. Bisher wurden eine
direkte Assoziation bei Ubrlp, einer RING-E3-Ligase, und bei der HECT-E3 Ligase Ufd4p
an Untereinheiten des Base-Subkomplexes nachgewiesen (Xie and Varshavsky, 2000). Die
Vermittlung der Bindung zwischen E3-Ligasen und dem 26S Proteasom konnte somit eine

wichtige Funktion des CSN darstellen.
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Abb. 37: Modell zur Rolle des CSN als "alternativer Lid"

(a) Ub wird vom E2 auf verschiedene Substrate (S1 oder S2) nach deren Bindung an ihrer spezifischen E3-Ligase

tibertragen. (b) Mehrere Zyklen liefern poly-ubiquitinierte Substrate. (c) Lid oder CSN gebunden an das Proteasom

fiihren zum Abbau von unterschiedlichen Substraten.
In diesen Komplexen sind zwei Funktionen fiir das USP15 denkbar. Zum einen kdnnte es
durch die Ndhe zum 26S Proteasom dieses frei von Poly-Ub-Ketten halten, um so den
effizienten Ablauf der Proteolyse zu gewihrleisten. Zum anderen schiitzt USP15 den
Superkomplex an sich, in dem es den Ub-abhéngigen Abbau seiner Komponenten verhindert.
Wiahrend der Neugruppierung der E3-Ligase am CSN wire eine zeitweise Hemmung der
Aktivitdt des 26S Proteasoms denkbar, wie sie in Anwesenheit vom CSN beobachtet werden

konnte.

Die physiologische Bedeutung der Anlagerung des CSN anstelle des Lid wird durch
zukiinftige Experimente gekldart werden. Dass dem CSN-Komplex eine wichtige
regulatorische Rolle im UPS durch seine intrinsischen wie assoziierten Aktivitdten zukommt,
konnte hier durch die Identifizierung von USP15 erneut gezeigt werden. Die zukiinftige
Erforschung des CSN wird helfen, die Rolle dieses Komplexes in der Zelle besser zu

verstehen.
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5.7 AUSBLICK

Ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit ergeben sich weitere Fragestellungen, deren
Beantwortung das Zusammenspiel zwischen 26S Proteasom, dem CSN und den Cullin-
RING-Ligasen besser erklaren konnten. Unter welchen Bedingungen kommt es zur Bildung
der Superkomplexe mit oder ohne Austausch von Lid und CSN am Proteasom? Sind
extrazelluldre Signale ein Ausldser? Durch die Applikation geeigneter Signalstoffe kdnnten
spezifische Signalkaskaden in Zellen eingeschaltet werden und der Einfluss auf die
Superkomplexe bestimmt werden. Hierzu bietet der Flag-Pulldown des CSN aus den BS-
Mausfibroblasten ein geeignetes Werkzeug, Unterschiede in der Stabilitdt der Superkomplexe
zu bestimmen. Ergdnzend konnten die CRLs und/oder 26S Proteasome mit markierten

Untereinheiten versehen und so ebenfalls aus Zellen eluiert und untersucht werden.

Die Deubiquitinierungsaktivitit des CSN-Komplexes sollte weiter charakterisiert werden.
Denkbar wiére, dass noch andere DUBs am CSN assoziiert sind, die {ber
Massenspektrometrie identifiziert werden konnten. Zu kldren bleibt, welchen Anteil CSNS an
der DUB-Aktivitit des CSN einnimmt. Diese Frage konnte mit den verwendeten
Hemmstoffen nicht gekldrt werden. Der Austausch von CSN5 im Komplex gegen eine

katalytisch inaktive Mutante wire eine Mdglichkeit.

Dariiber hinaus sollte die Bedeutung der Phosphorylierung von USP15 weiter aufgeklart
werden. Eine Identifizierung der genauen Phosphorylierungsstellen wire z.B. durch
Massenspektrometrie nach radioaktiver Markierung des Proteins denkbar. Ob die
Phosphorylierung eine Voraussetzung fiir die Assoziation mit dem CSN-Komplex ist, lieBe
sich in Glyceringradienten nach Inkubation verschiedener Mutanten oder mit Hemmstoffen

klaren.

Zur Bestitigung der essentiellen Bedeutung des identifizierten Zn-Fingers in USP15 fiir die
Bindung von Ub-Ketten konnten zum einen andere Vertreter der USPI15-Gruppe
charakterisiert werden. Zum anderen wire ein Austausch des Ub-bindenden Zn-Fingers durch
ein anderes Ub-bindendes Motiv interessant. Ebenfalls wichtig bleibt die Frage, wie die
Mitglieder der USP7-Gruppe ohne Zn-Finger Poly-Ub-Ketten erkennen. Sequenzanalysen
konnten in dieser Gruppe zur Identifizierung eines noch unbekannten Ub-bindenden Motivs
filhren. Arbeiten in diese Richtung wiirden noch tiefere Einblicke in die Funktionen der UBPs

im UPS liefern.
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7 ANHANG

7.1 GENERIERTE PLASMIDE

Tabelle 3: Generierte Plasmide

Vektorbezeichnung

Beschreibung

pCR2.1-NtermUSP15

TA Cloning Vektor pCR2.1 mit CDS 1-1799 von USP15

pCR2.1-CtermUSP15

TA Cloning Vektor pCR2.1 mit CDS 1778-2859 von USP15

pCR2.1-USP15

TA Cloning Vektor pCR2.1 mit CDS 1-2859 von USP15

pQE32-USP15(1-488)

prokaryotischer Expressionsvektor pQE32 mit CDS 1-1465 von
USP15, liefert His-USP15 (AS 1-488)

pQE31-USP15(724-952)

prokaryotischer Expressionsvektor pQE31 mit CDS 2172-2859
von USP15, liefert His-USP15 (AS 724-952)

pQE32-USPI15

prokaryotischer Expressionsvektor pQE32 mit CDS 1-2859 von
USP15, liefert His-USP15

pQE32-USP15-S932A

prokaryotischer Expressionsvektor pQE32 mit CDS 1-2859 von
USP15 und Punktmutationen

pQE32-USP15-C783A

prokaryotischer Expressionsvektor pQE32 mit CDS 1-2859 von
USP15 und Punktmutationen

pQE32-USP15-C419A

prokaryotischer Expressionsvektor pQE32 mit CDS 1-2859 von
USP15 und Punktmutationen

pCMV-Tag3B-USP15

eukaryotischer Expressionsvektor pCMV-Tag3B mit CDS 1-2859
von USP15, liefert Myc-USP15

pCMV-Tag3B-USP15-S932A

eukaryotischer Expressionsvektor pCMV-Tag3B mit CDS 1-2859
von USP15 und Punktmutationen

pCMV-Tag3B-USP15-C783A

eukaryotischer Expressionsvektor pCMV-Tag3B mit CDS 1-2859
von USP15 und Punktmutationen

pCMV-Tag3B-USP15-C419A

eukaryotischer Expressionsvektor pCMV-Tag3B mit CDS 1-2859
von USP15 und Punktmutationen
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7.2 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A. thaliana
AAA
AMSH
APC/C
APS

AS
Blm3
BTB-Doméne
CANDI1
CDS
Cezanne
CHIP
CHX
CK2
CcOoP
CRL
CSN
CYLD
DENI1
det
DHFR
DRiPs
DUB
elF3

fus

H. s.
HAUSP
HDAC 6
HECT
HPV
1d3
IFNy
IKKYy

1P
IP;-5/6-kinase
Jabl
JAMM
Mdm2
MHC
MOPS
MPN
Mucl
Nedd8
NEDPI1
NEM
NFkB
Npl4
NZF
OPT
Otubain
PAZ
PCI
PEST-Motiv
PGPH
PINT

Arabidopsis thaliana

ATPases associated with a variety of different activities
Associated molecule with the SH3 domain of STAM
Anaphase Promoting Complex/Cyclosome
Ammoniumperoxodisulfat

Aminosiuren

Bleomycin-sensitive 3

Broad-Complex, Trimtrack, Brick a brac-Doméne
Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1
codierende DNA-Sequenz

cellular zinc finger NFkB

carboxyl terminus of Hsp70-interacting protein
Cycloheximid

Casein kinase 2

Constitutive photomorphogenic
Cullin-RING-Ligase

COP9 Signalosom

cylindromatosis protein

Deneddylase 1

deetiolated

Dihydrofolatreduktase

Defective ribosomal products

deubiquitinating enzyme

eukaryontischen Translations-Initiations-Komplex 3
fusca

Homo sapiens

Herpes-virus-associated ubiquitin-specific protease
Histone deacetylase 6

homologous to E6-AP C-terminus

Humanes Papillomavirus

Inhibitor of differentiation 3

Interferon y

IkB kinase y

Immunprazipitation
Inositol-1,3,4-trisphosphat-5/6-Kinase
Jun-activation-domain-binding protein 1
Jab1/MPN domain metalloenzyme

Mouse double minute 2

Major histocompatibility complex
Morpholinopropansulfonséure
Mprl1-Padl-N-terminal

Mucin 1

neural precursor cell-expressed, developmentally down-regulated 8
NEDDS-specific protease 1

N-Ethylmaleimid

Nuclear factor k B

nuclear protein localization 4

Npl4-Zn-finger

ortho-Phenanthrolin

OTU-domain Ub-aldehyde-binding protein
Polyubiquitin Associated Zinc finger

Proteasome, COP9 signalosome, initiation factor 3
Sequenzmotiv reich an Prolin, Glutamat, Serin und Threonin
peptidylglutamyl peptide hydrolase

Proteasome subunits, Int-6, Nip-1, and Trip15
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PKD

PMSF

PR

pVHL

Rbx1

RING

Rpn

Rpt

Rubl

S. cerevisiae
S. pombe
SCF complex
SRC-1
Suc-LLVY-AMC
SUMO

TCA
TEMED
TRAF-2
Tripl5

Ub

Uby,
UBA-Domine
Ubcl12

UBL
UBL-Doméne
U-box

UBP

UCH

Ufd4

UNP

UPS

USP15

uz

WB

wt

Protein kinase D
Phenylmethansulfonylfluorid
Progesterone receptor

von Hippel Lindau protein

RING box protein 1

really interesting new gene

Regulatory particle non-ATPase
Regulatory particle ATPase
related-to-ubiquitin 1

Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyes pombe
Skp1-Cull-F-box protein complex
steroid receptor co-activator 1
N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-methyl-coumarin
small Ub-related modifier
Trichloressigsdure
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
tumour-necrosis factor receptor-associated factor 2
Thyroid hormone receptor-interacting protein 15
Ubiquitin

Tetraubiquitin

Ubiquitin-associated domain
Ubiquitin-conjugating enzyme 12
Ubiquitin-like modifiers

carboxy terminal ubiquitin-like domain
Ufd2 homology-box
Ubiquitin-specific processing protease
Ubiquitin C-terminal hydrolase
ubiquitin fusion degradation protein 4
ubiquitous nuclear protein
Ubiquitin-26S Proteasomsystem
Ubiquitin-specific protease 15
Ultrazentrifuge

Westernblot

wild type
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