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Zusammenfassung
ZUSAMMENFASSUNG

Fehlerhafte sekretorische Proteine werden Uber einen speziellen Abbauweg, die ER-
assoziierte Proteindegradation (ERAD), mit Lysin48-verknlpften Ubiquitinketten po-

lyubiquitiniert und dem proteolytischen Abbau am 26S Proteasom zugefuhrt.

In der Hefe Saccharomyces cerevisiae bilden die beiden ER-membranstandigen
RING-Ubiquitinligasen Hrd1 und Doa10 zentrale Komponenten im Ubiquitinierungs-
prozess. Das losliche zytosolische Ubiquitin-konjugierende Enzym Ubc7, welches mit
beiden Ligasen bei der Polyubiquitinierung von Substratproteinen zusammenwirkt,

wird Uber den membranverankerten Co-Faktor Cue1 an die ER-Membran rekrutiert.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse belegen zwei weitere Funktionen fur
Cue1 im Ubiquitinierungsprozess: Die Bindung von Ubc7 an einen carboxyterminalen
Bereich in Cue1 flhrt zur Stimulation der Ubiquitinierungsaktivitat von Ubc7 mit den
RING-Ligasen. Darlber hinaus bewirkt die Ubiquitin-bindende CUE-Domane in Cue1
eine Steigerung der Lange der Ubiquitinketten und deren Syntheserate, was zum
effektiven Abbau einiger ER-membrangebundener Substratproteine beitragt. Die
durch Ubc7 synthetisierten Lysin48-verknlpften Ubiquitinketten werden in Abhangig-
keit eines schleifenférmigen sauren Bereichs in Ubc7 gebildet. Entfernen dieses Be-
reichs resultiert im Abbruch der Ubiquitinierung nach Konjugation eines Monoubiquit-

ins auf dem Substrat.

An der Hrd1-Ligase werden durch Ubc7 polyubiquitinierte Proteine umgehend zum
Proteasom transferiert. Fir den Doa10-abhangigen Substratabbau ist die Funktion
eines weiteren Ubiquitin-konjugierenden Enzyms, Ubc6, notwendig. Die hier gezeig-
ten Daten weisen auf eine Ubc6-abhangige Verknipfung von Ubiquitinmolekilen in
einer Lysin11-abhangigen Weise hin. Eine Inhibition der Synthese Lysin11-
verknupfter Ubiquitinketten hatte jedoch keinen Effekt auf den Abbau von Substrat-
proteinen. Stattdessen wurde der Abbau von Ubc6 selbst durch Unterbindung der

Bildung Lysin27-verknupfter Ubiquitinketten verhindert.

Schlagworte: Ubiquitin, sekretorische Proteine, ERAD, UPS, UBD



Abstract
ABSTRACT

Aberrant secretory proteins are removed from the cell in a process termed ,endo-
plasmic reticulum-associated protein degradation“ (ERAD), as it screens the endo-
plasmic reticulum for unwanted polypeptides and triggers their elimination via the
26S proteasome. To this end, client proteins of the ERAD pathway are polyubiqui-

tinated with lysine48-linked ubiquitin chains at the ER membrane.

Two ER membrane-integrated RING ubiquitin ligases, Hrd1 and Doa10, constitute
central components of the ubiquitination machinery in Saccharomyces cerevisiae. To
polyubiquitinate substrate proteins, both ligases interact with the ubiquitin-
conjugating enzyme Ubc7. Since Ubc7 itself is a soluble cytosolic protein, it is re-

cruited to the ER-membrane by is anchoring factor Cue1.

Results in this study reveal two additional functions of Cue1 in the ubiquitination reac-
tion: First, binding of Ubc7 to the Cue1l-carboxyterminus stimulates the ubiquitin
chain formation by Ubc7 and the ligases. Second, the CUE domain within Cue1 in-
creases the chain length and accelerates the synthesis of the polyubiquitin chain,
which results in efficient degradation of certain substrate proteins. Formation of ly-
sine48-linked ubiquitin chains by Ubc7 depends on an acidic loop within Ubc7. Dele-
tion of this structure leads to inhibition of ubiquitin chain elongation after the initial

substrate monoubiquitination.

Client proteins, ubiquitinated by Ubc7 and Hrd1, are immediately transferred to the
proteasome. For Doa10-dependent substrate degradation, the activity of another
ubiquitin-conjugating enzyme, Ubc6, is required. Data shown here indicate a function
of Ubc6 in the formation of lysine11-linked polyubiquitin, since mutation of this lysine
residue resulted in the prevention of ubiquitin chain synthesis. However, expression
of this ubiquitin mutant had no effect on substrate degradation. Moreover, the prote-
olysis of Ubc6 itself is inhibited by prevention of lysin27-linked polyubiquitin chain

formation.

Keywords: ubiquitin, secretory proteins, ERAD, UPS, UBD



Einleitung
1 Einleitung

1.1 Proteinhomoostase

Proteine gehdren in lebenden Organismen zu den vielseitigsten Makromolekulen.
Aufgrund der Verschiedenheit und Flexibilitat inrer Formen erfullen sie eine sehr gro-
Re Anzahl unterschiedlicher Funktionen in einzelnen Zellen bis hin zu komplexen Le-
bewesen. Neben Struktur- und Transportproteinen spielt die Gruppe der Enzyme ei-
ne entscheidende Rolle in nahezu allen zellularen Vorgangen, bei denen Prozesse
katalysiert werden mussen. Hierzu zahlen sowohl die Kontrolle des Stoff- und Ener-
giehaushaltes als auch die Regulation des Zellzyklus. Viele der Proteinfunktionen
werden fur sehr spezielle und oftmals zeitlich streng begrenzte Aufgaben bendtigt,
weshalb die Menge sowie die Lebensdauer verschiedener Proteine an ihre jeweilige
Funktion in den Zellzyklusphasen und im Hinblick auf verschiedene Lebensbedin-
gungen angepasst werden mussen. Eine erforderliche héhere Menge eines bestimm-
ten aktiven Proteins kann zum Beispiel durch Neusynthese oder durch Freisetzung
des Proteins aus einem inaktivierten Zustand erfolgen. Analog dazu werden gerade
nicht bendtigte Proteine inaktiviert oder abgebaut. Darlber hinaus weisen einige wis-
senschaftliche Untersuchungen darauf hin, dass etwa ein Drittel oder gar die Halfte
der an den zytosolischen Ribosomen neu synthetisierten Proteine fehlerhaft sind und
zeitnah wieder entfernt werden. Dies verhindert zum einen, dass Proteine mit veran-
derter Funktion schadigend auf zellulare Prozesse einwirken konnen und ermdglicht
zum anderen das Recycling der in den betroffenen Proteinen verknupften Aminosau-

ren.
1.2 Wege des Proteinabbaus

Der Abbau von Proteinen erfolgt Uber Proteasen, welche die Peptidbindungen zwi-
schen den einzelnen Aminosauren aufspalten. Um eine unkontrollierte Proteindegra-
dation zu verhindern, befinden sich viele Proteasen in separaten membranumschlos-
senen Zellkompartimenten, den Lysosomen. Hier werden vorrangig Proteine der
Plasmamembran abgebaut, die im ,multivesicular body“ (MVB) -Abbauweg uber en-
dozytotische Vesikel (Endosomen) internalisiert werden und schliel3lich mit den
Lysosomen fusionieren. Aber auch gréfRere zytosolische Zellbestandteile und Orga-
nellen werden lysosomal abgebaut. Hierzu bedient sich die Zelle der Autophagie.

Dabei werden Bereiche des Zytosols vollstandig in Vesikel eingeschlossen. Diese
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fusionieren anschlieffend mit Lysosomen, wodurch das autophagozytierte Material

mittels der lysosomalen Proteasen gespalten wird.

Der groRRere Teil der zytosolischen Proteine wird jedoch durch die im Zytosol befindli-
chen 26S Proteasomen abgebaut. Die in diesen zylindrischen Komplexen vorhande-
nen Proteasen sind zwar nicht durch eine Membran von ihren Substratmolekulen
getrennt, doch der Zugang zum proteolytischen Zentrum der Proteasomen ist einge-
schrankt und reguliert. 26S Proteasomen sind ungewohnlich groRe Multiproteinkom-
plexe mit einer Masse von etwa 2,5 MDa. Der 20S Kernkomplex eines Proteasoms
wird aus 4 aufeinanderliegenden heptameren Ringen gebildet, wobei die beiden in-
neren Ringe, von denen jeweils die 31, B2 und B5-Untereinheit hydrolytische Aktivitat
besitzen (Caspase-, Trypsin- und Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat), das proteolytische
Zentrum des 26S Proteasoms formen [1] . An beiden Enden des 20S Kernkomplexes
kénnen 19S regulatorische Komplexe angelagert sein. Diese unterteilen sich weiter-
hin in eine sogenannte Basis und einen Deckel. Die in der Basis enthaltenen sechs
verschiedenen AAA-ATPase-Untereinheiten (Rpt1-6) sind fur die Entfaltung eines
Substratproteins erforderlich und 6ffnen den dulleren a-Ring des 20S Kernkomple-
xes, der den Zugang zu den Proteaseuntereinheiten reguliert. Proteine des Deckels
sind u. a. fUr die Erkennung und Bindung zum Abbau bestimmter, ubiquitinierter Sub-

stratproteine und deren Deubiquitinierung verantwortlich.
1.3  Modifikation von Proteinen mit Ubiquitin

Ubiquitinierung von Proteinen ist neben Glykosylierung und Phosphorylierung eine
der wichtigsten posttranslationalen Proteinmodifikationen und stellt den zentralen
Aspekt dieser Arbeit dar. Ubiquitin ist ein in den Zellen ubiquitar vertretenes Polypep-
tid von 76 Aminosauren. Es weist eine hohe evolutionare Konservierung von einfa-
chen Eukaryonten bis hin zu Saugern auf. Die Modifikation eines Proteins durch An-
heftung des Ubiquitins vollzieht sich meist an Lysinresten des Proteins, kann aber, in
einigen Fallen, auch an Serin- oder Threonin-Resten sowie am Aminoterminus (N-
Terminus) erfolgen. Protein-Ubiquitinierung erfordert eine Kaskade von enzymati-
schen Reaktionen. Zunachst wird das Ubiquitinmolekul von einem Ubiquitin-
aktivierenden Enzym (E1) unter ATP-Verbrauch Uber eine Thioester-Verknupfung an
das katalytisch aktive Cystein des E1-Enzyms gebunden. In der Hefe Saccharomy-
ces cerevisiae (S.cerevisiae) ist bislang nur ein einziges Ubiquitin-aktivierendes En-
zym bekannt, Uba1, wahrend fur humane Zellen ein weiteres E1 fur Ubiquitin be-

schrieben wurde.
10
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Die Interaktion des mit Ubiquitin beladenen E1 und einem Ubiquitin-konjugierenden
Enzym (E2) bewirkt die Ubertragung des Ubiquitins auf das katalytisch aktive Cystein
des E2-Enzyms, welches wiederum eine Thioester-Verbindung mit dem Ubiquitin
eingeht. Hierbei reagiert jeweils der Carboxyterminus (C-Terminus) des Ubiquitins mit
der Thiolgruppe des Cysteinrestes, wodurch unter Wasserabspaltung ein Thioester
entsteht (Abb. 1). Die Gruppe der Ubiquitin-konjugierenden Enzyme umfasst in S.
cerevisiae 13 Proteine. E2s besitzen eine konservierte UBC (ubiquitin-conjugating)-
Domane, die von vier a-Helices und einem aus vier Strangen bestehenden anti-
parallelen p-Faltblatt gebildet wird. Das Ubiquitin-bindende katalytisch aktive Cystein

ist in einer flachen Kerbe zwischen a-Helix 2 und 3 lokalisiert [2] .
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der enzymatischen Schritte zur Ubiquitinierung ei-
nes Substratproteins. Ein Ubiquitin-aktivierendes Enzym (E1) bindet unter ATP-Verbrauch das
Ubiquitin-molekiil (Ub). Es folgt die Ubertragung des Ubiquitins auf ein Ubiquitin-konjugierendes En-
zym (EZ2). Ein durch die Ubiquitinligase (E3) gebundenes Substratprotein (S) wird nun durch Interakti-
on von E2 und E3 kovalent mit einem Ubiquitin modifiziert. Aus ,Themes and Variations of Ubiquityla-
tion®, Allan M. Weissman, 2001, [3] .

Der Transfer des Ubiquitins vom E2 auf ein Zielprotein ist in der Regel von einem
weiteren Enzym, der Ubiquitin Ligase (E3), abhangig. Man unterscheidet zwei Klas-
sen von E3s: Die HECT (Homologous to E6AP Carboxy-Terminus)- und die RING
(Really Interesting New Gene 1) —Enzyme [4] . HECT-Ubiquitin-Ligasen besitzen
selbst ein katalytisch aktives Cystein, das es ihnen erlaubt, das Ubiquitin von einem
E2-Enzym zu Ubernehmen und auf ein gebundenes Protein zu transferieren. Die
Gruppe der RING-E3-Enzyme besitzt kein einzelnes aktives Cystein zur Bildung ei-
nes Thioesters mit Ubiquitin. Hingegen weisen das Vorhandensein acht konservierter
Cystein- und Histdinreste im etwa 40-60 Aminosauren umfassenden RING-Finger der
Ligasen sowie ihre Fahigkeit zwei Zink-lonen zu komplexieren, Ahnlichkeiten zu

Zink-Finger-Motiven anderer Proteine auf, auch wenn sich die Strukturen der Motive
1
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voneinander unterscheiden. Fir die Ubertragung des Ubiquitins auf das Zielprotein
ist die spezifische Bindung geeigneter Substratproteine durch die Ligasen oder einer
ihrer assoziierten Co-Faktoren zwingend erforderlich. RING-Ligasen binden die mit
ihnen interagierenden Ubiquitin-konjugierenden-Enzyme uber die RING-Domane und
vermitteln den Transfer des vom E2-Enzym gebundenen Ubiquitin auf das gebunde-
ne Substrat, ohne selbst eine direkte Bindung mit Ubiquitin herzustellen. Die Substra-
terkennung durch die Ligase geschieht nicht Uber das RING-Motiv, sondern meist
uber einen strukturell separaten Bereich des E3-Enzyms. Eine Bindung von E2 und
Substratprotein kann wie bei ,single-subunit®- RING-E3s an ein und demselben Pro-
tein erfolgen. Im Gegensatz dazu findet bei ,multi-subunit“-RING E3s, wie z. B. bei
Cullin-Ligasen, die Bindung an verschiedenen Proteinuntereinheiten eines Ligase-
komplexes statt. Trotz der im Allgemeinen schwachen Interaktion von E2s mit E3s
hat die RING-Domane wahrscheinlich eine entscheidende Funktion bei der korrekten
Positionierung des Ubiquitin-konjugierenden Enzyms zum Zielprotein. Es gibt aber
auch Belege dafur, dass RING-E3s feine strukturelle Konformationsanderungen in
den E2-Enzymen hervorrufen kdnnen, die eine Ubertragung des Ubiquitins beglinsti-
gen [5,6] . Des Weiteren birgt die Fahigkeit vieler RING-E3-Enzyme sich selbst zu
ubiquitinieren Potenzial fur die Modulation der Ligaseaktivitat oder die Rekrutierung
weiterer assoziierter Faktoren. Die Kaskade der enzymatischen Schritte, die zur
Ubiquitinierung eines ausgewahlten Proteins flhren, ermdoglicht eine beachtliche
Substratspezifitat. Ist flr die Aktivierung des Ubiquitins in Hefe nur ein E1-Enzym
verantwortlich, so kann die Ubertragung auf mehrere verschiedene E2-Enzyme er-
folgen. Diese interagieren wiederum jeweils spezifisch mit ein oder mehreren E3-
Enzymen. Ebenfalls kann die Bindung von Substratproteinen an die Ubiquitinligasen

durch ligaseassoziierte Faktoren reguliert werden.

In dieser Arbeit soll die Interaktion von Ubiquitinligasen mit ihren Ubiquitin-
konjugierenden Enzymen sowie die stimulierende Wirkung der E3s auf die Substra-
tubiquitinierung naher betrachtet werden. Auch Unterschiede in der Ubiquitinierung
verschiedener Substratproteine werden hierbei untersucht. Die Ubiquitinierung der
meisten Proteine findet durch Bildung einer Peptidbindung zwischen der Carboxyg-
ruppe des C-terminalen Glycins des Ubiquitin und der e-Aminogruppe eines Lysinres-
tes im Zielprotein statt. Die Auswahl eines bestimmten Lysins ist dabei nicht in jedem
Fall zwingend erforderlich. Fur einige ubiquitinierte Proteine ist die Position des modi-

fizierten Lysinrestes nicht flr deren Schicksal entscheidend.

12
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1.4 Mono- oder Polyubiquitinierung

Proteine kdnnen nur an einem aber auch an mehreren Lysinen ubiquitiniert sein. Man
spricht dementsprechend von Mono- bzw. von multipler Monoubiquitinierung. Eine
solche Proteinmodifikation andert die Funktion oder das Schicksal des betroffenen
Proteins. Monoubiquitinierung kann beispielsweise das Signal fur eine Kinase zur
Phosphorylierung des Proteins sein. In einem anderen Fall ist die Monoubiquitinie-
rung eines in die Plasmamembran integrierten Proteins das Signal fir dessen endo-
zytotische Internalisierung und Abbau tber den MVB-Abbauweg [7] . Zudem kann die
Monoubiquitinierung von Histonen die Organisation der DNA und somit die Transkrip-

tion verschiedener Gene beeinflussen [8] .

An einigen E2-E3-Komplexen kommt es nach einer initialen Ubiquitinierung eines
Substratproteins zur Verknupfung weiterer Ubiquitinmolekule auf dem bereits konju-
gierten Ubiquitinmolekul. Verschiedene Ubiquitin-konjugierende Enzyme erzeugen oft
sehr spezielle Ubiquitin-Ubiquitin-Konjugationen durch Verknlpfung eines Ubiquitins
auf ein bestimmtes der sieben in Ubiquitin enthaltenen Lysinreste (K6, K11, K27,
K29, K33, K48 und K63). Wiederholte Konjugation von Ubiquitinmolekulen fuhrt zur
Bildung einer Ubiquitinkette. Auf diese Weise entstehen in S. cerevisiae durch Wech-
selwirkung des Ubiquitin-konjugierenden Enzyms Cdc34 mit dem SCF-Cullin-RING-
Ligasekomplex vorrangig K48-verknUpfte Ubiquitinketten [9] . Der heterodimere E2-
Komplex aus Mms2 und Ubc13 katalysiert bevorzugt die Bildung von KG63-
Polyubiquitin [10] und das humane E2 UbcH10 wirkt in menschlichen Zellen mit dem
APC (Anaphase Promoting Complex) bei der K11-Verknupfung von Ubiquitinmoleku-
len zusammen [11] . Es kann auch zur Bildung einer gemischten Kette kommen, in
der die Ubiquitinmolekule an unterschiedlichen Lysinresten miteinander verbunden
sind. Weiterhin besteht die Mdglichkeit zu einer verzweigten Polyubiquitinierung, wo-
bei Ubiquitinmolekile einer Kette an zwei oder mehr Lysinen gleichzeitig modifiziert
werden. Eine ,Arbeitsteilung“ zweier verschiedener Ubiquitin-konjugierenden Enzyme
am APC-Komplex in der Hefe konnte bereits nachgewiesen werden. Hier erfolgt die
Monoubiquitinierung eines Substratproteins durch Ubc4. Erst diese initiale Modifika-
tion ermoglicht es, Ubc1 an den Komplex zu binden und die Ubiquitinierung durch

Anheftung K48-verknupfter Ubiquitinmolekuile zu verlangern.
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Abbildung 2: Verschiedene Formen der Ubiquitinierung von Proteinen liber einen Lysinrest.
Neben einfacher und mehrfacher Modifikation eines Substratproteins mit Monoubiquitin, kbnnen auch

unterschiedliche Polyubiquitinketten auf dem Substrat konjugiert werden.

1.5 E4-Enzyme

Neben den fur die Ubiquitinierung erforderlichen Enzymen E1, E2 und E3 ist eine
weitere Enzymgruppe beschrieben, die ebenfalls an der Polyubiquitinierung von
Substraten beteiligt ist bzw. bereits synthetisierte Ubiquitinketten modifiziert. Diese
sogenannten E4-Enzyme besitzen ein zur RING-Domane strukturell ahnliches U-
Box-Motiv [12] . Dem am besten charakterisierten E4, Ufd2, wurde urspringlich eine
wichtige Funktion beim Abbau (UFD) aminoterminal ubiquitinierter Proteine
(Ubiquitin-Fusionen) zugeschrieben. Ufd2 modifiziert jedoch auch verschiedene oli-
goubiquitinierte Konjugate (ein bis drei verknupfte Ubiquitinmolekule). Ufd2 ist in der
Lage, sowohl ein E2 als auch Ubiquitin-Protein-Konjugate zu binden und die vorhan-
denen niedermolekularen Ubiquitinketten zu verlangern [13,14] . Dabei kann die Ver-
knupfung der durch Ufd2 konjugierten Ubiquitinmolekule, von der Verknupfung der
durch E2 und E3 geformten Ubiquitinkette abweichen. Niedrigmolekulare bzw. Oli-
goubiquitinketten kdnnen weiterhin das Ergebnis einer partiellen Deubiquitinierung

einer Kette sein.
1.6 Deubiquitinierende Enzyme

Die Anzahl der deubiquitinierenden Enzyme (DUBSs) in einer Zelle ist grol und ihre
Funktion in verschiedenen zellularen Prozessen ebenso wichtig wie die Ubiquitinie-
rung selbst. DUBs oder USPs (ubiquitin-specific proteases) werden nicht nur fir das
Recycling der Ubiquitinmolekille von substratkonjugierten Ubiquitinketten am Protea-
som bendtigt. Eine starke Deubiquitinierung von polyubiquitinierten Substraten kann

diese sogar vor Degradation durch das Proteasom schutzen. Vor allem aber beein-
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flussen DUBs die Signalwirkung von monoubiquitinierten Proteinen, da sie die Modi-

fikation dieser Proteine mit Ubiquitin reversibel machen.
1.7  Funktionen verschiedener Polyubiquitinierungen

Fir substratkonjugierte, unverzweigte Ubiquitinketten wurde bisher eine Vielzahl von
Funktionen beschrieben, die nahezu alle zellularen Prozesse beeinflusst. Wie bereits
erwahnt wurde, ist das vorrangige Schicksal von Proteinen, auf denen K48-
verknupfte Ubiquitinketten ligiert wurden, deren Abbau durch das 26S Proteasom [15]
. Dabei spielt die Lange der Ubiquitinkette eine nicht unwesentliche Rolle, da die Affi-
nitat freier Tetraubiquitinketten flr das Proteasom etwa 100-fach hoher ist als die Af-
finitat von Diubiquitin [16] . Doch auch K63-polyubiquitinierte Substrate wurden als
proteasomale Substrate identifiziert [17,18] , und eine Inhibierung des Proteasoms
fuhrte zur Anreicherung sowohl von K48- als auch von K63-verknupften poly-
ubiquitinerten Proteinkonjugaten. Dartberhinaus liefern neuere Untersuchungen Be-
lege Uber eine Funktion von konjugierten K11-verknUpften Ubiquitinketten bei der
Zellzyklusregulation durch Forderung der proteasomalen Proteindegradation [11,19] .
Die Gesamtheit der Prozesse, bei denen die Ubiquitinierung eines Substratproteins
schlieBlich zum Abbau dieses Proteins am 26S Proteasom fuhrt, wird als Ubiquitin-

Proteasom-System (UPS) bezeichnet.

K63-verknupfte Polyubiquitinkonjugate haben aber auch Funktionen bei der Regula-
tion der Lokalisierung oder Aktivitat ihrer Tragerproteine, oder sie vermitteln selektive
Autophagie von depolarisierten Mitochondrien [20] . K29-verknUpfte Ketten hingegen
spielen eine wichtige Rolle im UFD (ubiquitin-fusion-degradation) -Signalweg, und
selbst DNA-Reparatur-Mechanismen konnen uUber eine Proteinmodifikation mit K6-
verknUpften Ubiquitinketten reguliert werden. Die Art der Verknupfung von Ubiquitin-
molekulen innerhalb einer Ubiquitinkette spielt bei den Untersuchungen in dieser Ar-
beit eine wichtige Rolle, da bei Betrachtung verschiedener E2s an einer Ligase un-
terschiedlich verknUpfte Ubiquitinketten mit differenzierten Auswirkungen auf das

Substratprotein auftreten kénnen.
1.8 Ubiquitin-bindende Doméanen

Die unterschiedlichen Reaktionen auf eine Proteinubiquitinierung werden durch
Ubiquitin-bindende Motive ermdglicht, die nicht-kovalent mit Ubiquitin interagieren.
So existieren zahlreiche verschiedene Ubiquitin-bindende Domanen [21] , die in einer

grolien Anzahl von Proteinen vorliegen und Ubiquitin mit unterschiedlicher Affinitat
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binden. FUr nahezu alle Ubiquitin-bindenden Motive ist die Interaktion mit einem be-
stimmten hydrophoben Bereich, besonders mit dem Isoleucin an Position 44 (lle44)
des Ubiquitinmolekiils, erforderlich [22] . In der gro3en Gruppe der a-helikalen UBDs
formen UBA- (ubiquitin- associated) und CUE-Motive (coupling of ubiquitin conjugati-
on to endoplasmic reticulum degradation) strukturell ahnliche, kompakte ubiquitinbin-
dende Bereiche aus jeweils drei a-Helices [23] . Beide Motive haben die Fahigkeit
Polyubiquitin zu binden. Auch Monoubiquitin wird von einigen Mitgliedern beider
Klassen gebunden, wobei die Affinitat der UBA- oder CUE-Domane zum Ubiquitin-
molekul hier sehr gering ist. Beide Domanen umfassen etwa 40 Aminosauren, unter-
scheiden sich jedoch in der Sequenzlange der einzelnen Helices sowie in den stark
konservierten Aminosauren. Ist fur die Funktion der UBA-Domanen ein MGF-Motiv
(Methionin-Glycin-Phenylalanin), mit besonderer Wichtigkeit des Glycin-Restes, not-
wendig, so erfordert die Bindung von Ubiquitin an eine CUE-Domane ein MFP (Me-
thionin-Phenylalanin-Prolin) -Motiv mit hochkonserviertem Prolin sowie ein am C-

Terminus der CUE-Domane gelegenes Di-Leucin [24,25] .

Sowohl fur CUE-Domaéanen als auch fur UIM-Motive konnte gezeigt werden, dass Pro-
teine, die diese Domanen aufweisen, oft selbst monoubiquitiniert werden und die
Anwesenheit der UBDs eine Voraussetzung flr diese Monoubiquitinierung ist [26,27]
. Dabei ist eine E3-unabhangie E2-Rekrutierung und cis-Ligaseaktivitat durch die
Ubiquitin-bindende Domane maoglich. Dartuberhinaus kann die Bindung der UBD an
das cis-Ubiquitin zu einer Konformationsanderung des Proteins flhren [28] . Die
Ubiquitin-bindenden Eigenschaften einer speziellen CUE-Domane und der daraus
resultierenden  Wirkung auf die Ubiquitinierungsreaktion eines Ubiquitin-
konjugierenden Enzyms sollen in dieser Arbeit naher betrachtet werden. Die Bindung
mehrerer Ubiquitinmolekile einer Ubiquitinkette ist durch die Kombination unter-
schiedlicher, oder als Tandem- bzw. Triplett-Wiederholungen auftretender UBDs in-
nerhalb eines Proteins realisierbar. Dabei kann die Art der Verknupfung der
Ubiquitinmolekule untereinander, welche sich in der Struktur der Kette widerspiegelt,
durchaus fur deren Bindung an die UBDs entscheidend sein [29] . Verschieden ver-
knlpfte Ubiquitinketten konnen aber auch an einzeln stehende UBDs mit unter-
schiedlicher Affinitat binden [30,31,32] . Dies ist zum Beispiel bei der Erkennung
ubiquitinierter Proteine am 26S Proteasom von Vorteil, da nicht alle polyubiquitinier-
ten Substrate, sozusagen ,wahllos®, durch Proteolyse abgebaut werden sollen. In

einigen Fallen, wie bei der CUE-Domane von Vps9 oder der UBA-Domane von Dsk2,
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fuhrt die Homo-Dimerisierung der UBDs zweier Vps9- bzw. Dsk2-Moleklle zu einer
erhohten Bindungsaffinitat entweder fuir Monoubiquitin (Vps9) oder Polyubiquitin
(Dsk2) [24,33] .

1.9 Ubiquitin-dhnliche Domanen

Ubiquitin-bindende Domanen kénnen jedoch nicht nur mit Ubiquitin selbst interagie-
ren sondern auch mit Ubiquitin-ahnlichen Proteindomanen. Diese Motive, UBL
(ubiquitin-like) oder UBX (ubiquitin regulatory X), besitzen die gleiche Tertiarstruktur
wie Ubiquitin, obwohl die Aminoséuresequenz kaum Ahnlichkeiten aufweisen. Viele
der Proteine, welche eine UBX- oder UBX-ahnliche Domane enthalten, sind mit der
AAA-ATPase Cdc48 (p97oder VCP in Saugern) assoziiert. Generell funktionieren
Proteine mit UBL- und UBX-Domanen, die haufig zusatzliche Ubiquitin-bindende
Domanen besitzen, oftmals als Adapterproteine fur ubiquitinierte Substrate, wobei die
zellulare Reaktion auf ein ubiquitiniertes Substrat durch die Bindung an bestimmte

Adapterproteine variabel gestaltet bzw. reguliert werden kann.

1.10 Endoplasmatisches Retikulum-assoziierte Proteindegradation
(ERAD)

Wie bereits beschrieben, ist Proteinubiquitinierung eine wichtige Voraussetzung fur
die Erkennung und den Abbau von Substratproteinen durch das 26S Proteasom. Vie-
le der E2-E3-Komplexe befinden sich im Zytosol oder dem Zellkern, um |6sliche Pro-
teine fur den Abbau zu markieren. Es gibt jedoch auch einen Mechanismus, der
membrangebundene Proteine des Endoplasmatischen Retikulums (ER) sowie sekre-
torische Proteine fir den proteasomalen Abbau ubiquitiniert: Endoplasmatisches Re-
tikulum-assoziierte Proteindegradation (ERAD). Die Kernbestandteile des ERAD-
Signalweges in der Hefe Saccharomyces cerevisiae sind zwei ER-membranstandige
RING-Ubiquitinligasen, Hrd1 und Doa10, die jeweils in Interaktion mit diversen asso-
ziierten Faktoren groRere Ubiquitinierungskomplexe formen. Die Funktion beider
Ligasen und deren Wechselwirkung mit den jeweils assoziierten E2s sowie weiterer

interagierender Faktoren ist Gegenstand der im Ergebnisteil dargestellten Versuche.
1.11 RING-Ligasen in ERAD

Hrd1 (Hmg-CoA reductase degradation 1), oft auch als Der3 bezeichnet, ist eine
RING-Ligase, welche durch sechs Transmembranbereiche in die ER-Membran inse-
riert ist. Der zytosolische carboxyterminale Bereich des 551 Aminosauren grof3en

Proteins enthalt die RING-Domane [34,35] . Hrd1 bildet einen stabilen Komplex mit
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Hrd3, einem einfach die Membran durchspannenden Protein mit groRer ER-luminaler
Domane. In Abwesenheit von Hrd3 ist Hrd1 instabil, da es sich unter diesen Bedin-
gungen, unter Beteiligung assoziierter E2-Enzyme, selbst ubiquitiniert und infolge
dessen abgebaut wird. Auf zytosolischer Seite der ER-Membran interagiert Hrd1
nicht nur mit Ubiquitin-konjugierenden Enzymen, sondern auch mit Usa1. Dieses
Protein besitzt zwei Transmembranbereiche, wobei N- und C-Terminus im Zytosol
lokalisiert sind. Der N-terminale Bereich von Usa1 enthalt eine UBL-Domane und
bewirkt die Oligomerisierung des Hrd1. Es konnte gezeigt werden, dass eine Oli-
gomerbildung des Hrd1 speziell fir den Abbau von ER-membrangebundenen Sub-
stratproteinen notwendig ist [36] . Der C-Terminus des Usa1 bewirkt eine Wechsel-
wirkung mit dem ebenfalls in die ER-Membran integrierten Der1 [37] . Die Assoziation
von Der1 zu Hrd1 ist fUr die Fahigkeit der Ligase, ER-luminale Proteine fur den Ab-
bau zu ubiquitinieren, erforderlich [38,39] . Aufgrund der zahlreichen assoziierten
Faktoren, welche entweder selbst Substrate binden oder die Substratbindung regu-
lieren, ist es wahrscheinlich nicht korrekt, Hrd1 als klassische ,single-subunit® RING-
Ligase zu bezeichnen, obwohl sie vom Aufbau der allgemein bekannten ,multi-

subunit“-Cullin —Ligasekomplexe abweicht.

Im Gegensatz zu Hrd1, ist Uber interagierende Faktoren an der Doa10-Ligase, neben
den E2-Enzymen, nur wenig bekannt. Doa10 (SSM4), ebenfalls eine RING-E3-
Ligase, weist 14 Transmembranbereiche sowie eine am N-Terminus des Proteins
gelegene ungewodhnliche RING-CH-Domane auf [40,41] . Doa10 befindet sich nicht
nur an der Membran des Endoplasmatischen Retikulum, sondern auch in der inneren
Membran der Kernhtille, wo es fur Ubiquitinierung von nuklearen Proteinen verant-
wortlich ist [42] . Die Entdeckung von Doa10 geht auf seine Funktion beim Abbau des
I6slichen zytosolischen Mat alpha-Faktors zurtck (Degradation of alpha factor). Mat
alpha verfugt an seinem N-terminus Uber eine 67 Aminosauren umfassende a-Helix,
die wahrscheinlich der Erkennung des alpha- Faktors durch den Ligasekomplex dient
und den Abbau von Mat alpha einleitet. Eine Fusion dieses Degradationssignals oder
Degrons (Deg1) an andere Proteine bewirkt ebenfalls deren Doa10-abhangigen Ab-
bau. Hingegen werden viele andere |0sliche zytosolische und nukleare Proteine
durch die ebenfalls 16slichen Ubiquitin-Ligasen Ubr1 oder San1 fur die Degradation

am Proteasom ubiquitiniert.
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1.12 In ERAD involvierte Ubiquitin-konjugierende Enzyme

Sowohl Hrd1 als auch Doa10 interagieren mit dem Ubiquitin-konjugierenden Enzym
Ubc7. Dieses eigentlich zytosolische E2 wird Uber Bindung durch das integrale ER-
Membranprotein Cue1 (coupling of ubiquitin conjugation to ER degradation) selbst an
die ER-Membran rekrutiert und somit in raumliche Nahe zu den E3-Ligasekomplexen
gebracht. In Abwesenheit von Cue1 verbleibt Ubc7 im Zytosol und erfahrt aufgrund
der fehlenden Stabilisierung durch Cue1 eine Autoubiquitinierung auf seinem kataly-
tisch aktiven Cystein. An dieser Reaktion, die zum proteasomalen Abbau von Ubc7
fuhrt, ist die zytosolische Ufd4 HECT-Ligase beteiligt [43] . Ubc7 gehort zur Klasse |
der E2s da es fast ausschlieBlich aus der etwa 150 Aminosauren langen Kern-
Domane aufgebaut ist [44] . Charakteristisch flr Ubc7 ist eine schleifenférmige Inser-
tion von 13 Aminosauren C-terminal des katalytisch aktiven Cysteins, die sonst nur
noch in dem E2 Cdc34 auftritt, sowie eine einzelne Aminosaureinsertion zwischen
zwei Strangen des antiparallelen B-Faltblattes. Es wird vermutet, dass diese hyperva-
riablen Regionen zu einer spezifischen Interaktion des Ubc7 mit den ERAD-Ligasen
beitragen und mdglicherweise an der Bildung bestimmter Polyubiquitin-
VerknUpfungen beteiligt sind. Die Funktion des Ubiquitin-konjugierenden Enzyms
Ubc?7 ist bei der Ubiquitinierung von ERAD-Substratproteinen von enormer Wichtig-
keit, da es als einziges E2 an beiden Ligasen aktiv ist. Deshalb soll in dieser Arbeit
die Interaktion von Ubc7 mit den Ligasen durch in vivo- und in vitro- Versuche naher
charakterisiert werden. Dabei soll die fur Ubc7 charakteristische schleifenformige
Insertion besonders betrachtet werden, da sie moglicherweise einen Einfluss auf die

Interaktion mit den Ligasen und somit auf die Ubiquitinierungsaktivitat hat.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung ER-assoziierten Proteindegradation (ERAD). Die
RING-Ligasen Hrd1 und Doa10 binden die Substratproteine selbst oder Gber assoziierte Faktoren. Die
Ubiquitinierung der Substrate erfolgt durch die Wechselwirkung von Cue1/Ubc7 sowie Ubc1 oder
Ubc6 mit den Ligasen. ER-Membranrekrutierung der Transportkette des Substrats zum Proteasom
durch Ubx2.

Die Bindung von Ubc7 an seinen Co-Faktor Cue1 erfolgt Uber eine carboxyterminale
Binderegion in Cue1. Neben dem N-terminalen Transmembranbereich verfugt Cue1
uber eine CUE-Domane. Konnte fur CUE-Domanen verschiedener Proteine eine ho-
he Affinitat fir Mono- oder Polyubiquitin nachgewiesen werden, so besitzt die CUE-
Domane in Cue1 nicht die Fahigkeit zur Monoubiquitin-Bindung und auch die schwa-
che Polyubiquitinbindung blieb mehrere Jahre unentdeckt [45] . Cue1 ist im Komplex
mit Ubc7 mit beiden ERAD-Ligasen assoziiert. Es ist bisher aber nicht genau geklart,
ob Cue1 Uber eine eigene Bindestelle an den Ligasen verfugt, oder ob eine Assozia-
tion von Cue1 mit den Ligasen uber die Ubc7-Wechselwirkung mit Hrd1 oder Doa10
vermittelt wird. Die Rolle des Ubc7-bindenden Cue1-Proteins, und speziell der in
Cue1 enthaltenen CUE-Domane im Ubiquitinierungsprozess wurde bisher wenig un-
tersucht. Aus diesem Grund soll mit Hilfe der im Ergebnisteil dieser Arbeit beschrie-
benen Versuche geklart werden, ob sich neben der Rekrutierung des Ubc7 an die
ER-Membran noch eine weitere Funktion fur Cue1 in ERAD beschreiben lasst und
ob die CUE-Domane eventuell fir die Substratubiquitinierung oder den Substrat-

Transfer an nachfolgende Transportproteine notwendig ist.

An der Substratubiquitinierung durch Hrd1 ist mdglicherweise neben Ubc7 auch
Ubc1 beteiligt. Obwohl es an der ER-Membran detektierbar ist, wurde der ER-

membranrekrutierende Faktor fur dieses I6slichen E2 bislang nicht gefunden. Ubc1
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spielt eine wichtige Rolle bei der Verlangerung von substratkonjugierten Ubiquitinket-
ten am APC-Komplex, hat aber auch einen geringen Einfluss auf den Abbau von
Hrd1-abhangigen Substratproteinen [34,46] . Ein Nachweis fur eine physikalische
Interaktion von Ubc1 mit Hrd1 steht aber aus.

Auch Doa10 interagiert mit einem zweiten Ubiquitin-konjugierenden Enzym, Ubc6,
welches selbst Uber einen C-terminalen Bereich in die ER-Membran inseriert. Die
Ubiquitinierung von Substratproteinen an der Doa10-Ligase ist von der katalytischen
Aktivitat beider assoziierter E2s, Ubc6 und Ubc7, abhangig [47,48,49] . Inaktivitat
eines der beiden Enzyme bedeutet eine Stabilisierung des Substrats, die der einer
ubc6/ubc7-Doppelmutante bzw. einer doa10-RING-Mutante gleicht. Ubc6 ist ein kurz-
lebiges Protein und wird selbst als Doa10-abhangiges Substrat abgebaut. Hieraus
ergibt sich eine weitere Fragestellung, die in dieser Arbeit behandelt werden soll:
Wahrend die Ubiquitinierung der Substratproteine an der Hrd1-Ligase fast allein
durch Ubc7 durchgefuhrt wird, ist flir die Ubiquitinierungsreaktion an der Doa10-
Ligase und den nachfolgenden Substratabbau ein zweites E2, Ubc6, unbedingt not-
wendig. Wie unterscheidet sich die Substratubiquitinierung durch das Ubc7/Cue1-
Heterodimer an Hrd1 von jener an Doa10? Wie interagieren die beiden Ubiquitin-
konjugierenden Enzyme Ubc6 und Ubc7 an Doa10 und welchen Einfluss hat jeweils

die einzelne Aktivitat der beiden Enzyme auf den Doa10-abhangigen Substratabbau?
1.13 Transfer der ubiquitinierten Proteine zum 26S Proteasom

Die erfolgreiche Ubiquitinierung der Substratproteine aktiviert und rekrutiert weitere
sowohl membrangebundene als auch I0sliche Faktoren, die an der Freisetzung der
Substrate aus der ER-Membran bzw. dem membrangebundenen Ubiquitinierungs-
komplex beteiligt sind. Das integrale ER-Membranprotein Ubx2 ist mit beiden ERAD-
Ligasen assoziiert und rekrutiert Gber seine C-terminale UBX-Doméane den zytosoli-
schen Cdc48-Komplex an die Ligasen [50,51] . Das molekulare Chaperon Cdc48
(p97 in Saugerzellen) ist ein hoch konserviertes Mitglied einer Gruppe von AAA-
ATPasen (ATPase associated with diverse cellular activities) und formt einen ho-
mohexameren Komplex mit zylindrischer Struktur. Die Bindung von verschiedenen
ubiquitinierten Proteinen oder Proteinen mit Ubiquitin-ahnlichen Domanen kann
durch Cdc48 selbst oder aber durch die mit der N-terminalen Domane von Cdc48
assoziierten Adapterproteine, in ERAD meist Npl4 und Ufd1, erfolgen [52,53] . Es
wird nach wie vor spekuliert, ob Cdc48 durch seine ATP-abhangige Konformations-
anderung eine Kraft generiert, die ein ,Herausziehen“ der Substrate aus der Memb-
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ran oder aus dem Ligasekomplex bewirkt. Viel wahrscheinlicher ist jedoch die ,Seg-
regase-, oder ,Unfoldase-, Aktivitat, d. h. eine durch Cdc48 bewirkte strukturelle Ver-
anderung bzw. Entfaltung des Substrats oder der membran-gebundenen Ligasekom-

ponenten, die eine Ablosung des Substrats von der Membran erlaubt [54,55] .

Ein weiteres mit Cdc48 interagierendes Protein ist das bereits beschriebene E4,
Ufd2, welches die Ubiquitinierung bereits oligoubiquitinierter Substratproteine modifi-
ziert. Daruber hinaus interagiert Ufd2 wiederum mit weiteren Proteinen, z.B. Rad23
und Dsk2, die mit Hilfe ihrer UBA Domane ubiquitinierte Substrate binden und trans-
portieren kdnnen. Rad23 bindet Uber seine Ubiquitin-ahnliche Domane direkt an das
26S Proteasom. Auf einem parallelen Weg kann die durch ein Dsk2-Homodimer ge-
bundene substratkonjugierte Ubiquitinkette gleichzeitig mit dem UIM-Motiv der pro-
teasomalen Untereinheit Rpn10 wechselwirken. In beiden Fallen kann auf diese Wei-
se das Substratprotein dem Abbau durch das Proteasom zugeflhrt werden [56] .
Aufgrund der Ubiquitin-bindenden Eigenschaft des Rpn10 im Deckel und der ATPase
Aktivitat an der Basis des 19S regulatorischen Komplexes wird zudem eine direktere
Rolle des Proteasoms bei der Bindung ubiquitinierter Substrate unter Umgehung der
Ufd2-Funktion oder sogar der Cdc48-Funktion diskutiert.

1.14 ERAD-Substrate

Neben generell kurzlebigen Proteinen und Proteinen, die ein definiertes Degradati-
onssignal aufweisen, werden Uber den ERAD-Abbauweg zumeist Proteine mit feh-
lerhafter, nicht-nativer Konformation degradiert. Die Grinde fir Proteinfehlfaltungen
sind verschieden. Zum einen konnen genetisch kodierte Mutationen eine veranderte
Struktur des synthetisierten Proteins hervorrufen. Ebenso fuhrt der Verlust einer Un-
tereinheit eines Proteinkomplexes oftmals zur Fehlfaltung der verbleibenden ,Wai-
sen“-Untereinheiten. Doch auch externe Faktoren, wie z.B. Hitzeeinwirkung, kdnnen
strukturelle Veranderungen bei einem Protein auslosen. Fehlerhaft gefaltete Proteine
konnen eine veranderte Funktion in den Zellen ausuben oder zytotoxisch wirken.
Auch die Aggregation fehlerhafter Proteine hat zellschadigendes Potential. Besonde-
re Stressbedingungen wirken hauptsachlich auf die Faltungsvorgange an Proteinen
im ER [57] . Eine Anhaufung fehlerhaft gefalteter Proteine im ER findet z.B. bei oxida-
tivem Stress, Mangel an Glukose oder nach viraler Infektion der Zelle statt [58] . In
allen Fallen sind reifende Proteine nicht mehr in der Lage ihre native Konformation
zu erlangen. Sie werden Uber spezielle Protein-Qualitats-Kontrollmechanismen er-
kannt und an die entsprechende Ligase zur Ubiqitinierung vermittelt. Allerdings gibt
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es definierte Unterschiede in der Art der Substratproteine und der Position ihrer zum
Abbau fuhrenden Degradationssignale oder Faltungsfehler. So lassen sich die
ERAD-abhangigen Substratproteine in 3 grofRere Klassen oder Abbauwege einteilen:
ERAD-C, ERAD-M und ERAD-L [37] .

ERAD-C dient dem Abbau I6slicher zytosolischer Proteine oder aber ER-
membrangebundener Proteine, die einen Defekt oder ein Abbausignal auf der zyto-
solischen Seite der ER-Membran aufweisen. Solche Substrate werden Doa10-
abhangig ubiquitiniert. Genaue Erkenntnisse Uber die Erkennung der fehlerhaften
oder kurzlebigen Proteine durch die Doa10-Ligase gibt es bislang aber nicht. Es ist
mdglich, dass Doa10 die Substrate direkt bindet, z.B. an einem grdélkeren zytosoli-
schen Bereich zwischen den Transmembranbereichen 2 und 3 oder 8 und 9 von
Doa10. Eine indirekte Bindung der Substrate Uber Adapterproteine oder zytosolische
Hsp70- oder Hp90-Chaperone ist ebenfalls denkbar. Uber ERAD-M erfolgt der Abbau
integrale ER-Membranproteine, die Defekte innerhalb ihrer Transmembranbereiche
oder auf der ER-luminalen Seite aufweisen. Diese Substrate werden durch E2-E3-
Wechselwirkung am oligomerisierten Hrd1-Ligase-Komplex ubiquitiniert. Auch bei
diesen Proteinen ist nicht bekannt, wie ihre Erkennung und ihre Bindung an die Liga-
se erfolgt. Neben Hrd1 selbst konnten weitere Untereinheiten des Ligasekomplexes,
z.B. Hrd3, oder Co-Faktoren flr diese Aufgabe verantwortlich sein. Die Rekrutierung
von bestimmten Substraten an die Hrd1-Ligase und nachfolgendem Substratabbau
kann aber auch in Ahrd3-Zellen durch Uberexpression von HRD1 erreicht werden
[59] . Eine Hrd3-abhangige Substratrekrutierung wurde fur die Gruppe von |6slichen
ER-luminalen Substraten beschrieben, die Uber den ERAD-L-Weg abgebaut werden.
Denn bei der Erkennung und Bindung dieser Proteine auf der luminalen Seite der
ER-Membran spielt das mit Hrd1 komplexierte Hrd3 eine entscheidende Rolle. Um
diesen Substratrekrutierungs-Mechanismus nachzuvollziehen ist es jedoch notwen-
dig, bestimmte Prozesse und Modifikationen an den zumeist sekretorischen Sub-

stratproteinen im ER zu betrachten.
1.15 Erkennung fehlerhaft gefalteter Proteine im ER

Die meisten Proteine, die eine Funktion in verschiedenen Zellorganellen oder an der

Plasmamembran erfullen, gelangen noch wahrend ihrer Translation durch Transloka-

tion am Sec61-Proteinkomplex in das Endoplasmatische Retikulum. Uber den sekre-

torischen Weg werden diese Proteine zunachst in den Golgi-Apparat und schlie3lich

zu ihren eigentlichen Bestimmungsorten transportiert. Im ER findet die eigentliche
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Reifung der Proteine, d. h. die Faltung, Disulfidbrickenbildung, N-Glykosylierung und
Bildung von oligomeren Quartarstrukturen statt. Hierbei kbnnen Fehler auftreten, so
dass ein Protein nicht seine native Konformation erreicht. Mit Hilfe des Chaperons
Kar2 und der Protein-Disulfid-lsomerase (PDI) kann das Protein bei der Faltung un-
terstutzt bzw. korrigiert werden. Gelingt dies in einem gewissen Zeitraum nicht, wer-
den solche Proteine sowohl Uber ihre fehlerhaften Bereiche als auch zusatzlich Gber
eine veranderte Struktur ihrer N-Glykosylierung von verschiedenen substratrekrutie-
renden Faktoren (Kar2, Yos9) erkannt, gebunden und an die luminale Domane von
Hrd3 transportiert [60,61] , welche eine Substratbindestelle des Hrd-Ligase-
Komplexes darstellt. Nicht alle sekretorischen Proteine werden glykosyliert. Es mus-
sen demnach weitere Mechanismen zur Erkennung falsch gefalteter Proteine neben-
einander existieren. So kann z.B. Hrd3 auch in Abwesenheit von Yos9 Substratprote-

ine an die luminale Seite der ER-Membran rekrutieren.
1.16 UPR

Die Protein-Qualitatskontrolle im ER dient demnach der Kontrolle des ,Reifungs®-
zustandes der sekretorischen Proteine und verhindert durch permanente Selektion
eine Uberlastung der Faltungskapazitat des ER aufgrund von Faltungsintermediaten.
Ist das Ausmal} der Proteinfehlfaltung jedoch zu grof3 oder gelingt es den am ERAD
beteiligten Komponenten nicht, in ausreichendem Umfang den Abbau der defekten
sekretorischen Proteine vorzubereiten, so reagiert die Zelle mit dem UPR-Signalweg,
der ,unfolded proteine response” [62] . Im Gegensatz zu Zellen héherer Eukaryonten
, bei denen diese Zellantwort durch 3 integrale ER-Membranproteine (IRE1, PERK
und ATF6) initiiert wird, existiert in S. cerevisiae nur Ire1 als Vermittler der UPR. Die
Dimerisierung von Ire1, nach Dissoziation des ER-luminalen Stresssensors Kar2,
aktiviert die zytosolische Endoribunuklease-Funktion von Ire1, woraufhin bei der
Hac1 mRNA ein Intron herausgeschnitten wird. Das synthetisierte Hac1-Protein, ein
Transkriptionsfaktor, kann nun an definierte Bereiche der DNA (UPRE, UPR-
response elements) bestimmter Ziel-Gene binden und deren Expression regulieren.
Die Kombination der Vorgange nach Aktivierung der UPR zielt zunachst auf den
Schutz und Erhalt des Zellstoffwechsel ab, kann aber bei lang anhaltenden ungunsti-

gen Bedingungen den Zelltod (Apoptose) induzieren [63] .
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1.17 Protein-Dislokation

Im Falle eines funktionierenden ERAD findet die Ubiquitinierung fehlgefalteter ER-
luminaler Substratproteine sowie ihre Proteolyse am Ubiquitinierungskomplex auf der
zytosolischen Seite der ER-Membran statt. Die Mechanismen, die zur Dislokation
bzw. Retrotranslokation der Substratproteine vom ER-Lumen ins Zytosol fuhren, sind
trotz intensiver Forschung weiterhin ungeklart. Es gibt verschiedene Mdglichkeiten,
Hinweise und Teilbelege daruber, welche Proteine an der Dislokation beteiligt sind.
Vielleicht gibt es nicht nur den einen, sondern mehrere Prozesse, die eine Protein-
Dislokation bewirken. Ein vielfach diskutierter Mechanismus ist die Ruck-Passage
der als fehlerhaft erkannten Proteine durch das Sec61-Translokon, welches bereits
fur den Import von neusynthetisierten Proteinen in das ER essentiell ist. Flr eine Rol-
le des Sec61-Translokons bei der Dislokation spricht die Assoziation von Sec61 so-
wohl mit der Hrd-Ligase als auch mit einem ins ER importierten und glykosylierten
ERAD-Substratprotein [64,65] . Dagegen spricht die GroRe der Translokationspore,
die gerade breit genug ist, um eine ungefaltete Polypeptidkette hindurchzulassen.
Die im ERAD-Prozess retro-translozierten Proteine sind jedoch oft glykosyliert und
nicht komplett entfaltet [66] . Des Weiteren wurde postuliert, dass sogenannte lipid
droplets Proteine zurick ins Zytosol transportieren. lipid droplets sind zellulare Kom-
partimente, die sich durch eine einlagige Phospholipidschicht vom Zytosol abgrenzen
und zahlreiche Proteine sowie Fettsduren und Cholesterol transportieren [67] . Die
Bildung von lipid droplets wird durch ER-Stress, wie er z.B. bei erhdhter Proteinfehl-
faltung auftritt, stimuliert. Neueren Erkenntnissen zufolge formieren sich lipid droplets
aber nicht wie bisher angenommen aus der ER-Membran, sondern einem der Memb-
ran angrenzenden Bereich [68] , welches gegen den Transport ER-luminaler Proteine

in diesen Kompartimenten spricht.

Fur die Bildung eines Dislokationskanals kommen auch die Ligasen selbst sowie die
mit ihnen assoziierten Co-Faktoren in Frage. Die zahlreichen Transmambran-
bereiche in Hrd1, Der1 und Usa1 konnten einen Kanal bilden, der den Transport von
ER-luminalen Substratproteinen ins Zytosol erlaubt. Dies hatte den entscheidenden
Vorteil, dass die Substraterkennung und -bindung durch das Hrd1-assoziierte Hrd3
auf der ER-luminalen Seite direkt mit der Ubiquitinierung der Proteine auf zytosoli-
scher Seite gekoppelt ware. Fur die Retrotranslokation von Substratproteinen via
Sec61 oder lipid droplets musste eine zusatzliche Substraterkennung im Zytosol

stattfinden, welche die Proteine der Ubiquitinierung durch die Ligasen zufuhrt.
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Ubiquitinierung ist jedoch nicht nur eine Folge der Dislokation von Substratproteinen,
sondern auch eine Voraussetzung dafur, da eine Inhibierung des Ubiquitinierungs-

prozesses den Rucktransport ER-luminaler Proteine ins Zytosol verhindert.
1.18 Zielsetzung dieser Arbeit

Wie beschrieben, ist die Ubiquitinierung von ERAD-Substratproteinen durch Ubc7 in
Wechselwirkung der Hrd1-Ligase ein zentraler Prozess im Abbauweg von ERAD-M
und ERAD-L-Substraten. Diese Arbeit soll sowohl durch in vivo Interaktionsstudien
und Versuchen zum Substratabbau als auch durch in vitro Ubiquitinierungs-
reaktionen der Charakterisierung dieser E2-E3-Interaktion dienen. Dabei wird auch
die Funktion des Ubc7-rekrutierenden Faktors Cue1 und im speziellen die Rolle der
Cue1-CUE-Domane im Ubiquitinierungsprozess genauer untersucht. Im Gegensatz
zum Hrd1-abhangigen Substratabbau ist am Abbau von Proteinen uber die Doa10-
Ligase neben Ubc7 auch Ubc6 unbedingt erforderlich. In vitro und in vivo Untersu-
chungen zur Ubiquitinierungsaktivitat von Ubc6 und dessen Wechsel-wirkungen mit
Ubc7/Cue1 sowie der Doa10-Ligase, sollen zu einer genaueren Charakterisierung
der Funktion dieses Ubiquitin-konjugierenden Enzyms beim Abbau von ERAD-C-

Substraten beitragen.
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2 Ergebnisse

2.1 Invitro Ubiquitinierung

Eine detaillierte Charakterisierung der zur Ubiquitinierung definierter Substrate erfor-
derlichen Faktoren gestaltet sich in vivo oftmals schwierig. So lasst sich durch bio-
chemische Analyse und Antigendetektion nur die Lange der Ubiquitinketten und Hau-
figkeit der Ubiquitinierung ermitteln. Die Kinetik der Kettenbildung und die Art der
Kette, das heillt die Verknlpfung der Ubiquitinmolekile einer Kette untereinander,
kann auf diesem Weg nur schwer analysiert werden. Zudem beschrankt sich die Un-
tersuchung von Ubiquitinmutanten in den Zellen fast ausschlieRlich auf Systeme, in
denen die Mutanten neben dem endogenen Ubiquitin Uberexprimiert werden, da die
alleinige Expression einer Ubiquitinmutante aufgrund indirekter Effekte den zu unter-

suchenden Aspekt verfalschen bzw. sogar zu Letalitat fUhren kann.

Daher ist es erforderlich, die Ubiquitinkettenbildung durch die verschiedenen E2- und
E3-Enzyme auch in vitro zu untersuchen. Hierfir wurden alle nachfolgend verwende-
ten Ubiquitin-konjugierenden Enzyme, Cue1 und die Ubiquitinligasen Hrd1 und
Doa10 als GST- (Glutathion-S-Transferase) oder Hisg-Fusionsproteine (6x Histidin)
heterolog in Escherichia coli (E. coli) exprimiert und Uber Affinitdtschromatographie
aufgereinigt. Da es sich bei diesen Enzymen und Co-Faktoren teilweise um integrale
ER-Membranproteine handelt, mussten entsprechende Konstrukte generiert werden,
bei denen nur der jeweils |6sliche zytosolische Anteil des Proteins synthetisiert wur-
de. Die exprimierten Anteile der E3-Ligasen beinhalteten jeweils die vollstandige
RING-Domane sowie benachbarte Proteinbereiche bis zur nachsten Transmembran-
region. Des Weiteren wurde von allen GST-Fusionsproteinen, soweit nicht anders
angegeben, das relativ grolle GST-Epitop nachtraglich entfernt, um eine Stérung der
Proteininteraktionen zu vermeiden. Die aufgereinigten und in einem SDS-
Polyacrylamid-Gel (SDS-Gel) der Grdle nach aufgetrennten, Coomassie-gefarbten

Proteine sind in Abbildung 4 dargestellt.

In frheren in vivo Immunprazipitationen, bei denen Doa10 oder Hrd1 gefallt wurde,
konnte bereits eine die Interaktion von Cue1/Ubc7 mit den Ligasen gezeigt werden.
Weitere Hinweise fur eine Funktion von Ubc7 an den Ligasen ergaben sich aus der
Beobachtung, dass die Deletion von ubc7 zur Stabilisierung von Hrd1- und Doa10-

abhangigen Substratproteinen fluhrt. Mit dem Ziel, die Funktion von Ubc7 in diesem
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Prozess genau zu beschreiben, wurde ein System etabliert, mit dem die Ubc7-

abhangige Ubiquitinierung in vitro rekapituliert werden kann.

Hrd1- Doa10- Ubc7 Ubc7 Ubc7 Ubc7 Ubc7
C-term N-term M wt Aal D2 D2E2 C(89)S
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i 46 kDa —
#
30 kD2 — A 30 kDa —
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* * — —
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Abbildung 4: Aufreinigung verschiedener ERAD-Komponenten nach heterologer Expression
in Escherichia coli. Die mit Pfeilen gekennzeichneten Signale reprasentieren die fir die in vitro-
Versuche verwendeten Proteine nach Abspaltung des fur die Aufreinigung bendtigten GST-Epitops.
* markiert freies GST, welches nicht vollstandig durch Glutathion Sepharose™ gebunden wurde. #
steht beispielhaft fiir ungespaltene GST-Protein-Fusionen, die ebenfalls nicht gefallt werden konnten.
Das als Hisg-Fusion exprimierte und in die Experimente eingesetzte Ubc6 wurde Uber Ni-NTA-

Agarose aufgereinigt.

Die Reaktionsansatze fir eine in vitro Ubiquitinierung beinhalteten jeweils eine be-
stimmte Menge ATP, kauflich erworbenes Ubiquitin-aktivierendes Enzym (Uba1, Bos-
ton Biochem) und N-terminal Flag-epitopmarkiertes Ubiquitin (Boston Biochem) in

einem Tris-HCI-Reaktionspuffer (pH 7,5 siehe Material und Methoden). Der Frage-
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stellung entsprechend wurden definierte Mengen verschiedener, aufgereinigter
Ubiquitin-konjugierender Enzyme sowie Ubiquitin-Ligasen und Co-Faktoren zugefugt

und bei 30 °C flir 12 min (soweit nicht anders angegeben) inkubiert.

2.2 Cue1 verstarkt die Ubc7-abhangige Synthese von Ubiquitinketten in

Interaktion mit den Ubiquitinligasen

In einer ersten Reaktion wurde das Ubiquitin-konjugierende Enzym Ubc7 wahlweise
allein, in Anwesenheit seines Co-Faktors Cue1, oder in Kombination mit der
Ubiquitinligase Hrd1 inkubiert (Abb. 5A). Im a-Flag (Ubiquitin)-Immunblot ist das
freie Monoubiquitin deutlich erkennbar, das mit einer errechneten Grolie von 9 kDa
hier etwas unterhalb des 6,5 kDa Proteingréfenstandards detektiert wird. Des Weite-
ren ist in allen Proben ein Signal fir Diubiquitin sichtbar, welches wohl bereits als
verknupftes Molekdl im kauflich erworbenen Flag-epitopmarkierten Ubiquitin vorlag.
Dennoch ist die Menge an Diubiquitin in der Reaktion mit Ubc7 allein deutlich erhoht.
Dies zeigt an, dass Ubc7 auch in Abwesenheit einer Ubiquitinligase in der Lage ist,
zwei Ubiquitinmolekile zu konjugieren. In dieser Reaktion erscheint auch ein Signal
mit geschatzter Grole eines Triubiquitin (*). Wie sich aber in spateren Versuchen
zeigte, verlauft das Signal des freien Triubiquitins im Immunblot etwa auf der selben
Hoéhe wie das einer Thioester-Verknlpfung des Ubc7 mit Ubiquitin bzw. einer Mo-
noubiquitinierung des Ubc7. Daher lasst sich in dieser Reaktion nicht eindeutig kla-
ren, ob es sich bei dem Signal um ein mit Ubiquitin beladenes bzw. konjugiertes
Ubc7 oder um eine bereits durch Ubc7 geformte Kette aus drei Ubiquitinmolekulen
handelt, obwohl im a-Ubc7-Immunblot kein Signal fur eine Ubc7-Ubiquitin-
VerknUpfung sichtbar ist. Dies konnte jedoch auch auf eine verringerte Detektion ei-
ner solchen Ubc7-Subspezies durch den verwendeten Antikdrper zurlickzuflihren
sein. Auto-Ubiquitinierungen von E2 oder E3-Enzymen sind ein bereits haufig doku-
mentiertes Phanomen und in den hier beschriebenen in vitro Reaktionen wahrschein-
lich auf die nicht physiologischen Proteinkonzentrationen und Reaktionsbedingungen

zuruckzufiihren.
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Ubc7 Ubc7 + - - - + + +
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Abbildung 5: In vitro Ubiquitinierungs-reaktionen mit Ubc7, Cue1, Hrd1 oder Doa10. A-C: Die
angegebenen Proteine wurden mit Flag-Ubiquitin und Ubiquitin-aktivierendem Enzym in einem ATP-
haltigen Reaktionspuffer bei 30°C inkubiert. A,C: Inkubation fir 12 min. Pfeile zeigen auf die unmodifi-
zierten, in die Reaktion eingesetzten Proteine. # markiert ein mogliches, artifizielles, Cue1-Dimer. *
weist auf das Signal einer Ubc7-Thioesterbindung mit Ubiquitin bzw. auf ein freies Triubiquitin hin. e
kennzeichnet eine mogliche Ubiquitinierung des Doa10 durch Ubc7. B: Ubiquitinierungsreaktionen in
Abhangigkeit der Zeit.
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Wurden in dem in vitro System nur der I6sliche Teil von Cue1, der zytosolischen C-
terminus von Hrd1 oder beiden Faktoren gemeinsam untersucht, so konnte keine
VerknUpfung von Ubiquitin detektiert werden. Beide Proteine scheinen also, zumin-
dest in vitro, keine eigene Ubiquitin-konjugierende Aktivitat zu besitzen. Enthalt das
System zusatzlich zu Ubc7 auch noch Cue1, so fuhrt dies offenbar zu einer Stimula-
tion der konjugierenden Aktivitdt des Ubc7, da unter diesen Bedingungen Po-
lyubiquitinketten nachgewiesen werden koénnen. Diese scheinen zum Teil als freie
Ubiquitinketten, also untereinander konjugierte Ubiquitinmolekule, vorzuliegen. Ein
Teil der Ketten ist aber auch mit Cue1 verknlpft, was aus dem a-Cue1-Immunblot
hervorgeht. Theoretisch konnte es sich hier auch um eine multiple Monoubiquitinie-
rung des Cue1 handeln, dies erscheint jedoch aufgrund der erkennbar hohen Anzahl
der verknupften Ubiquitinmoleklle unwahrscheinlich. Die mit # gekennzeichneten
Signale im a-Cue1-Immunblot markieren ein mdgliches Cue1-Dimer. Aggregation
von Cuel oder dessen Dimerisierung wurde bereits friher in unserem Labor be-
obacht und wird durch hohe Proteinkonzentrationen sowie Veranderungen in Cue1
begunstigt. Da in vivo bislang keine Ubiquitinketten auf Cue1 nachgewiesen werden
konnten, ist es moglich, dass die Ubiquitinkonjugationen auf Cue1 ein artifizielles Er-
gebnis der in vitro Reaktion sind. Darlber hinaus muss bedacht werden, dass den
Reaktionen kein geeignetes Substratprotein als Ubiquitinakzeptor zugegeben wurde.
Es ist daher wahrscheinlich, dass unter diesen Bedingungen Cue1 als Akzeptor dient
und somit gleichzeitig als Forderer der Polyubiquitin-Kettenbildung und als Substrat-

protein fungiert.

Wird die Polyubiquitinierungsaktivitat von Ubc7 in Anwesenheit des zytosolischen
Anteils von Hrd1 untersucht, lassen sich ebenfalls Ubiquitinketten detektieren, deren
Intensitat mit dem Polyubiquitinsignal des zuletzt beschriebenen Reaktionsansatzes
vergleichbar ist. Allerdings unterscheiden sich die beiden Reaktionsansatze im Vor-
kommen von nieder- und hohermolekularen Ubiquitinketten. Die Reaktion von Ubc7
mit Hrd1 scheint aullerdem nur freie Ubiquitinketten zu erzeugen, da weder Ubc7-
noch Hrd1-Ubiquitinkonjugate im Immunblot detektiert wurden. Sowohl Cue1 als
auch Hrd1 haben also eine stimulierende Wirkung auf die Ubc7-Aktivitat und man
konnte einen additiven Effekt beider Proteine bei der Polyubiquitinsynthese erwarten.
Tatsachlich wird die Ubiquitinkettenbildung durch Ubc7 in Anwesenheit von Cue1 und
Hrd1 nochmals verstarkt, jedoch geht diese Wirkung Uber eine einfache Addition der

vorher beschriebenen Effekte hinaus. Im Immunblot gegen das epitopmarkierte
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Ubiquitin ist eine um ein Vielfaches erhdhte Polyubiquitinierungsaktivitat erkennbar,
wobei besonders die Anzahl der h6hermolekularen Ubiquitinkonjugate zugenommen
hat.

Auch die mit Cue1 verknupften Ubiquitinketten wurden vermehrt gebildet und weisen
eine Zunahme der Kettenlange auf. Wiederum konnten keine Ubiquitinierungen von
Hrd1 oder Ubc7 selbst nachgewiesen werden. Noch deutlicher zeigt sich die verstar-
kende Wirkung von Hrd1 und Cue1 auf die Polyubiquitinkettenbildung, wenn die Re-
aktion zu verschiedenen Zeitpunkten betrachtet wird. Abbildung 5B zeigt Reaktionen
von Ubc7 mit entweder Cue1, Hrd1 oder der Kombination beider Proteine. Zum Zeit-
punkt O, direkt nach Zugabe des Ubc7 zum vorbereiteten Reaktionsansatz ist in allen
drei Proben im a-Flag-Immunblot lediglich das Signal fur das eingesetzte epitopmar-
kierte Ubiquitin (Monoubiquitin und pra-assembliertes Diubiquitin) nachweisbar. Wah-
rend in den Reaktionsansatzen, die Ubc7 mit Cue1 oder Hrd1 allein enthalten, erst
nach 10 min Ubiquitinketten detektierbar sind, lasst sich bei den Reaktionen mit
Cue1 und Hrd1 gemeinsam ein Signal vergleichbarer Starke bereits nach 2 min be-
obachten. Nach 10 min Reaktionszeit hat die Ubiquitinkettenbildung dieses Reakti-
onsansatzes die Polyubiquitinierung der Einzelreaktionen um ein Vielfaches Ubertrof-
fen. Das Zusammenwirken von Cue1 und Hrd1 mit dem Ubiquitin-konjugierenden
Enzym Ubc7 bewirkt also nicht nur eine Steigerung der Kettenanzahl, sondern auch
eine wesentlich schnellere und effektivere Kettenbildung. Dies ist durchaus sinnvoll,
wenn man bedenkt, dass eine ausreichende Ubiquitinierung eines Substratproteins
vor dessen Dissoziation von der Ubiquitinligase erfolgen muss, damit es dem proteo-

lytischen Abbau am 26S Proteasom zugeflihrt werden kann.

Eine ahnliche Stimulation der Ubiquitinierungsaktivitat von Ubc7 wird durch Reaktion
von Ubc7 mit Cue1 und der E3-Ligase Doa10 erreicht (Abb. 5C). Die Bildung freier
Polyubiquitinketten durch Ubc7 und Doa10 allein ist zwar im Vergleich zur Reaktion
mit Hrd1 deutlich reduziert, aber auch hier verstarkt die Zugabe von Cue1 die
Ubiquitinierungsaktivitat um ein Vielfaches. Insgesamt scheinen Ubiquitinierungs-
reaktionen von Ubc7 und Cue1 mit dem Hrd1-Konstrukt effektiver zu verlaufen als
mit dem Doa10-Konstrukt. Dies wird im direkten Vergleich der Ligasen durch eine
grolere Anzahl an Ubiquitinketten und langere Ubiquitinketten in der Reaktion mit
Hrd1 erkennbar (Abbildung nicht dargestellt). Zum einen kénnte dies auf einen gene-
rellen Unterschied in der Interaktion des Ubc7 mit den beiden Ligasen hindeuten. Es

ist aber auch zu beachten, dass das in den in vitro Reaktionen verwendete |0sliche

32



Ergebnisse

Hrd1-Konstrukt mit 226 Aminosauren entscheidend groRer ist als das Doa10-
Konstrukt (125 Aminosauren) und somit zusatzliche, die Ubiquitinierung verstarken-

de, Eigenschaften aufweisen kdnnte.

2.3 Die saure Schleife in Ubc7 hat keinen Einfluss auf die Ausbildung ei-

nes Thioesters mit Ubiquitin

Ubc7 hat eine wichtige Bedeutung flir ERAD, da es mit beiden Ubiquitinligasen, Hrd1
und Doa10, interagiert. Ubc7 weist aber auch auf struktureller Ebene eine Besonder-
heit auf, welche es von den anderen Ubiquitin-konjugierenden Enzymen unterschei-
det. Neben Cdc34 ist Ubc7 das einzige in S. cerevisiae bekannte E2-Enzym, das
einen stark sauren Bereich carboxyterminal der UBC-Domane besitzt (Abb. 6A). Fur
Cdc34 und fur das humane Homolog von Ubc7, UBE2G2, konnte bereits gezeigt
werden, dass dieser Bereich eine wichtige Funktion flir den Transfer eines
Ubiquitinmolekils vom E2 auf ein bereits (mono-) ubiquitiniertes Substratprotein hat,
wahrend die initiale Ubiquitinierung des Substrats von einer Mutation innerhalb der
sauren Schleife nicht beeinflusst war [9,69] . In Ubc7 bildet der saure Bereich eine
Schleifenstruktur, die aus der sonst relativ globuldren Struktur des Proteins heraus-
ragt (Abb. 6B). Sie befindet sich laut Kristallstruktur [44] in direkter Nachbarschaft
zum katalytisch aktiven Cystein (C89). Um eine mogliche Funktion der sauren Schlei-
fe fur Ubc7 zu untersuchen, wurden Ubc7-Varianten hergestellt, bei denen entweder
einzelne saure Aminosauren gegen Alanin ausgetauscht wurden [D2: DD(98,99)AA,;
E2: EE(107,108)AA; D2E2: DDEE(98,99,107,108)AAAA; gestrichelte Umrandung]
oder der gesamte saure Bereich deletiert war [Aal (A acidic loop)= A97-108; durch-
gehende Umrandung] (Abb. 6A).

Zunachst musste Uberprift werden, ob die generierten Ubc7-Varianten noch in der
Lage sind, Ubiquitin Uber eine Thioesterbindung am katalytisch aktiven Cystein,
C(89), zu binden, denn dies ist Voraussetzung fiir eine spatere Ubertragung des
Ubiquitins auf ein geeignetes Substratprotein. Im a-Flag (Ub) -Immunblot der Abbil-
dung 6C ist nach Behandlung der Proben mit Dithiothreitol (DTT) -freiem Probenpuf-
fer sowohl fur den Ubc7-Wildtyp als auch fur die Ubc7-Varianten mit Veranderungen
in der sauren Schleife eine Ubiquitin-Verknlpfung erkennbar (*), die in Abhangigkeit
der katalytischen Aktivitat des Ubc7 gebildet wurde. In Proben, die mit der katalytisch
inaktiven Ubc7-Variante versehen waren bzw. kein Ubiquitin oder kein Ubiquitin-
aktivierendes Enzym enthielten, konnte diese Verknupfung nicht nachgewiesen wer-

den. Dass es sich hierbei tatsachlich um eine Thioesterbindung zwischen Ubc7 und
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Ubiquitin handelt, geht zum einen aus dem unter nicht reduzierenden Bedingungen

veranderten Laufverhalten des Ubc7 im SDS-Polyacrylamidgel hervor.
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Abbildung 6: Die saure Schleife in Ubc7 - Untersuchung verschiedener Varianten bei der
Thioesterbildung. A: Vergleich von Proteinsequenzen verschiedener Ubiquitin-konjugierender Enzy-
me aus S.cerevisiae. Das katalytisch aktive Cystein ist hellgrau unterlegt, der Bereich der sauren
Schleife von Ubc7 ist umrandet, wobei die gestrichelten Umrandungen die mutierten Aspartat- und
Glutamat-Reste anzeigen. B: Model der Oberflachenstruktur von Ubc7 (aus: William J.Cook, Bioche-
mistry, 1997 [44] ). Das katalytisch wichtige Cystein ist in hellgrau dargestellt. C: In vitro Thioesterbil-
dung der Ubc7-Varianten mit Flag-Ub. Inkubation der Reaktionen flir 30 min. Erhitzen der Proben in

Probenpuffer mit oder ohne DTT.
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Die im a-Ubc7-Immunblot sichtbaren Doppelsignale sind ebenfalls flr die Ubc7-
Ubiquitinverknapfung im a-Flag (Ub) —Immunblot feststellbar. Zum anderen sind
Thioesterbindungen sensitiv gegenuber reduzierenden Agenzien, wie z.B. Dithioth-
reitol (DTT), und daher nach Behandlung der Proben mit DTT in einem Immunblot
nicht detektierbar. Dennoch kann sich, wie bereits beschrieben, durch erhdhte Pro-
teinkonzentrationen und lange Reaktionszeiten zusatzlich eine kovalente Mo-
noubiquitinierung auf einem Lysin innerhalb des Ubc7 bilden, deren Signal mit der
GrolRe der Thioesterverknupfung Ubereinstimmt, die allerdings nicht mehr durch DTT
geldst werden kann. Die gezielten Veranderungen im Bereich der sauren Schleife
von Ubc7 beeintrachtigen also nicht die Beladung des aktiven Cysteins mit Ubiquitin.
Aber sind diese Ubc7-Varianten noch in der Lage, in einer in vitro Reaktion mit Cue1

und Hrd1 Polyubiquitinketten zu bilden?

2.4 Die Synthese von Ubiquitinketten wird durch Deletion der sauren
Schleife verhindert

Zur Klarung dieser Fragestellung wurden die einzelnen Ubc7-Varianten mit Amino-
saureaustausch bzw. -deletion in der sauren Schleife in einem in vitro Reaktionsan-
satz mit Cue1 und Hrd1 inkubiert. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbil-
dung 7 dargestellt. Bei schwacherer Exposition des a-Flag (Ub) -Immunblots sind
deutlich die durch den Ubc7-Wildtyp geformten Ketten erkennbar, wogegen bei der
Reaktion mit der Ubc7Aal-Variante lediglich eine Ubc7-Ubiquitin-Thioester-
VerknUpfung detektierbar ist. Auch nach langerer Exposition des Blots werden fur die
Aal-Variante keine Polyubiquitinketten sichtbar. Die Fahigkeit Ubiquitinketten zu bil-
den scheint jedoch bei der D2 und D2E2-Variante von Ubc7 nicht komplett verloren
zu sein, aber in Abhangigkeit der Anzahl der veranderten sauren Aminosauren im

Vergleich zum Wildtyp dramatisch reduziert.

Die veranderte Aktivitat der Ubc7-Varianten bei der Konjugation von Ubiquitinmoleku-
len zeigt sich auch im a-Cue1 —Immunblot. Wie bereits in Abbildung 5 nachgewiesen,
konnen durch den Ubc7-Wildtyp hochmolekulare Ubiquitinketten auf Cue1 generiert
werden. Bei der Ubc7Aal-Variante ist zwar noch eine initiale Monoubiquitinierung von
Cue1 erkennbar, die Elongation bzw. die Bildung einer Ubiquitinkette auf Cue1 ist
aber nahezu vollstandig verhindert. Die durch die D2- oder D2E2-Variante auf Cue1
geformten Ketten sind verstarkt im niedermolekularen Bereich zu detektieren. Dass
die D2-Variante hier, im Gegensatz zum Ubiquitin-lmmunblot, offensichtlich schwa-

chere Signale als die D2E2-Variante aufweist, kdnnte aber auch an dem verstarkten
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Vorhandensein einer hohermolekular mit Ubiquitin modifizierten Cue1-Population in
dieser Reaktion liegen, wobei diese hdhermolekularen Konjugationen schlechter

nachweisbar sind.

Aubc7 wt Aal D2 D2E2 C(89)S

175 kDa
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2 kDa a-Flag (Ub)
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175 kDa
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6,5 kDa

Abbildung 7: In vitro Ubiquitinierungsreaktionen der Ubc7-Varianten mit Cue1 und Hrd1.
Aquivalente Mengen der angegebenen Ubc7-Varianten wurden mit Cue1 und Hrd1 fiir 20 min inku-
biert.
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Es scheint also, als kdnne Ubc7 nach Deletion der sauren Schleife zwar noch einen
Thioesterbindung mit einem aktivierten Ubiquitin eingehen und auch in Anwesenheit
von Hrd1 ein erstes Ubiquitinmolekll auf das in diesen Versuchen artifizielle Sub-
strat Cue1 Ubertragen. Eine Polyubiquitinkettenbildung ist flr diese Aal-Variante je-
doch nicht festzustellen. Sollte die Lange der durch die Ubc7-Varianten geformten
Ubiquitinketten in einer in vivo Situation nicht ausreichen, um ein Substratprotein fur
den proteasomalen Abbau zu markieren, so musste das Substratprotein stabilisiert

werden.

2.5 Veranderungen in der sauren Schleife von Ubc7 fiihren zu Substrat-

stabilisierung in vivo

Um diesen Aspekt zu untersuchen, musste zunachst geklart werden, ob entspre-
chende ubc7-Mutanten in den Zellen in gleicher Starke wie das endogene (end) Wild-
typ-UBC?7 exprimiert und die Proteine an der ER-Membran lokalisiert sind. Fir diese
Untersuchung wurden Hefestamme verwendet, welche die veranderten Ubc7-
Varianten oder Ubc7-Wildtyp vom Lokus des URA3 Gens exprimierten, in den zuvor
die ubc7-Mutanten Uber homologe Rekombination eingefugt worden waren. Wie in
Abbildung 8A gezeigt, wurden die Zellen in eine zytosolische und eine Membranfrak-
tion getrennt. Es wird deutlich, dass die ubc7-Mutanten mit Veranderungen in der
sauren Schleife ahnlich stark exprimiert sind wie das endogene UBC7 und die Prote-
ine dementsprechend in vergleichbarer Menge in der Membranfraktion nachgewie-
sen werden konnen. Die katalytisch inaktiven Ubc7-Varianten weisen eine hohere
Proteinmenge im Gesamtzellextrakt auf. Da das katalytisch aktive Cystein ebenfalls
fur den Abbau von Ubc7 benotigt wird, sind die erhohten Proteinmengen auf eine
Stabilisierung der Proteine zurickzufuhren. In Hefestdmmen, in denen cue deletiert
und somit Ubc7 im Zytosol lokalisiert ist, wird neben der Ubc7C(89)S-Variante auch
Ubc7Aal stabilisiert, wahrend der Ubc7-Wildtyp und die Ubc7D2-Variante einem ra-
schen Abbau unterliegen (ohne Abbildung). Die saure Schleife hat demzufolge auch

eine Bedeutung fur die Ubiquitinierung und den Abbau von Ubc7 selbst.

Zur Betrachtung des Abbaus von Substratproteinen wurden die Modellsubstrate
Ubc6 und CPY* herangezogen. Wahrend Ubc6 ein ER-membranverankertes, zytoso-
lisches Protein und Substrat der Doa10-Ligase ist, wird die faltungsdefiziente und
somit ER-lokalisierte G(259)R-Variante der CarboxypeptidaseY ins Zytosol retro-
transloziert und uber Ubiquitinierung an der Hrd1-Ligase fur den Abbau markiert.
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Abbildung 8: Abbau von Substratproteinen im WT und in ubc7-Mutanten in vivo. A: Fraktio-
nierung von Hefezellen in Totallysat (T), zytosolische (Z) und Membranfraktion (M). Nachweis der
Membran-gebundenen bzw. —assoziierten Proteine Sec61, Cue1 und Ubc7 sowie des léslichen zyto-
solischen Proteins PGK1 mittels Immunoblotting. B: Cycloheximid-Abbau-Experiment zur Untersu-
chung des Ubc6-Abbaus. 0,1,2,3 Stunden nach Behandlung der Zellen mit Cycloheximid wurden
aquivalente Zellmengen aufgeschlossen und das Totallysat via Immunoblotting analysiert. C: Pulse-
Chase Experiment zum CPY*Abbau, logarithmische Darstellung. Nach der Markierung neusyntheti-
sierter Proteine durch Inkubation mit **S-Met/Cys-Mix fiir 8 min, wurden zu angegebenen Zeiten Zel-
len entnommen, aufgeschlossen und CPY* immunprazipitiert. Auswertung der Prazipitate mittels SDS-

PAGE und Phosphorimaging.
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Far die Untersuchung von Ubc6 wurde den Hefekulturen in der Phase des logarith-
mischen Wachstums Cycloheximid ins Medium zugesetzt und folgend der Abbau des
bereits synthetisierten Ubc6 Uber einen Zeitraum von 3 Stunden analysiert (Abb. 8B).
Expression des UBC7-Wildtyps flhrt innerhalb der ersten Stunde zum nahezu voll-
standigen Abbau von Ubc6, in einem ubc7-defizienten Stamm hingegen verbleibt
Ubc6 Uber den gesamten Zeitraum stabil. Eine vergleichbare Stabilisierung von Ubc6
kann auch bei der ubc7Aal-Mutante und der ubc7C(89)S-Mutante beobachtet wer-
den. Allein bei Expression der D2-Mutante ist ein leichter Abbau des Ubc6 innerhalb

des Beobachtungszeitraums erkennbar.

Die Durchfuhrung eines Pulse-Chase-Experiments zur Untersuchung des CPY*-
Abbaus lieferte quantifizierbare Daten, die in Abbildung 8C graphisch dargestellt
sind. Unter Wildtyp-Bedingungen ist die Menge an CPY* 90 Minuten nach der radio-
aktiven Markierung des Proteins auf etwa 7 % des ursprunglich markierten CPY* ge-
sunken, d. h. in diesem Zeitraum wurden rund 93 % des markierten Substrats proteo-
lytisch abgebaut. In einem Stamm ohne Ubc7 ist die Stabilitdt des CPY* deutlich
hoher. Hier sind nach 90 Minuten noch 49 % des radioaktiv markierten Proteins
nachweisbar. Die Expression der ubc7Aal-Mutante zeigte im Vergleich zur ubc7-
Deletion nur einen sehr geringen Effekt. Auch in diesem Stamm wurden zum letzten
Untersuchungszeitpunkt noch etwa 42 % des CPY* detektiert. Im Gegensatz dazu
zeigte sich nach Expression der ubc7D2-Mutante ein signifikanter Abbau des CPY*,
der jedoch nicht das Ausmal} des Abbaus unter Wildtypbedingungen erreichte. Zu-
sammenfassend kann festgestellt werden, dass eine Deletion der sauren Schleife
von Ubc7 einen dramatischen Effekt auf den Abbau der untersuchten Substratprotei-

ne hat.

Sowohl Ubc6 als auch CPY* sind nach Expression der ubc7Aal-Mutante ahnlich stark
stabilisiert wie in einem ubc7-Deletionsstamm. Die ubc7D2-Mutante liefert fir beide
Modellsubstrate einen intermediaren Phanotyp. Hierbei ist der Abbau der Substrat-
proteine zwar nicht vollig unterbunden jedoch im Vergleich zum Wildtyp deutlich ver-
zdgert bzw. eingeschrankt. Eine derartige Fehlfunktion des veranderten Ubc7 kann
auf verschiedene Ursachen zurlickzufuhren sein. Zum einen ist es denkbar, dass das
von der Ubiquitinligase gebundene und vom E2 bereits monoubiquitinierte Substrat
durch die saure Schleife in Ubc7 so positioniert wird, dass eine effektive Elongation
zu einer Ubiquitinkette erfolgen kann. Ein solches Modell wurde bereits von Petroski
et al. (2005) [9] fur die Ubiquitinierung von Sic1 durch SCF und Cdc34 postuliert.
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Es ist aber auch maoglich, dass durch den Verlust der sauren Schleife von Ubc7 die
Interaktion des Ubiquitin-konjugierenden Enzyms mit der Ubiquitinligase beeintrach-
tigt ist. Diese Uberlegung konnte jedoch entkraftet werden, da nach Co-Expression
des Wildtyp-UBC7 und verschiedenen ubc7-Mutanten jeweils eine Stabilisierung des
hierbei beobachteten CPY* auftritt (ohne Abbildung). Diese ist zwar nicht ganz so
ausgepragt wie nach Expression der ubc7-Mutanten allein, jedoch zeigt dieser Ver-
such, dass die beiden Ubc7-Varianten offenbar um die Bindung an der Hrd1-Ligase
konkurrieren. Eine nicht vorhandene Wechselwirkung von Ubc7Aal mit der Ligase
hatte eine ungehinderte Interaktion des WT-Ubc7 mit Hrd1 und einen nicht-
verzogerten Abbau des CPY* zur Folge gehabt. Das Zusammenspiel von E2s und
E3s bei der Proteinubiquitinierung ist auch nach intensiver Forschung auf diesem

Gebiet nicht vollstandig geklart und es bestehen hierflir verschiedene Modelle.

Im ersten Modell bindet ein mit Ubiquitin beladenes Ubiquitin-konjugierendes Enzym
an die Ubiquitinligase und Ubertragt zunachst dieses erste Ubiquitinmolekul auf ein
am E3 gebundenes Substratprotein. AnschlieRend dissoziiert das nun unbeladene
E2-Enzym vom E3-Substrat-Komplex, um einem anderen, wiederum beladenen,
konjugierenden Enzym die Bindung an die Ligase zu erlauben, und Ubiquitin an das
bereit konjugierte Ubiquitinmolekll anzuheften. Dadurch wird die Ubiquitinkette ver-
langert. Bindung und Dissoziation des E2-Enzyms missen dabei so schnell erfolgen,
dass sich das gebundene Substrat nicht vorzeitig von der Ubiquitinligase 16st, son-
dern auf diese Weise mit einer Ubiquitinkette aus mindestens vier Ubiquitinmolekulen

versehen wird.

In einem zweiten Modell bleibt das zuerst an die Ligase rekrutierte E2 auch nach
dem Transfer des ersten Ubiquitins auf das Substrat mit dem E3 verbunden. Das
konjugierende Enzym kann nun in diesem gebundenen Zustand mit einem Ubiquitin-
aktivierenden Enzym interagieren, wodurch es erneut mit Ubiquitin beladen wird und

ein weiterer Transfer auf das Substrat erfolgen kann.

Ubiquitinierung nach dem zweiten Modell verspricht einen zeitlichen Vorteil gegen-
uber dem ersten, Allerdings konnen die Bindestellen des Ubiquitin-konjugierenden
Enzyms fur das E1 und die RING-Domane des E3 Uberlappen [70] , was eine gleich-
zeitige Interaktion mit beiden Enzymen verhindern wurde. Hinweise fur den Ablauf
der Ubiquitinierung gemal dem ersten Modell lieferten Kleiger et al. 2009 [71,72] far
die Interaktion des Cdc34 mit dem Cullin1-SCF-Komplex. Dabei spielt die Affinitat
des E2s zur Ligase, und damit die HOohe der Assemblierungs- und Disassemblie-
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rungsrate, eine entscheidende Rolle fur die Effizienz der Ubiquitinierung. In diesem
Artikel wird ebenfalls die Moglichkeit diskutiert, dass das konjugierende Enzym nach
dem Ubiquitintransfer zumindest partiell mit der Ligase verbunden bleibt, um erneut
vom E1 mit Ubiquitin beladen zu werden und maglichst schnell eine weitere Interak-
tion mit der RING-Domane des E3s herstellen zu kdnnen. Ob die gestorte Ubiquiti-
nierung in der ubc7Aal-Mutante auf eine veranderte oder fehlerhafte Wechselwirkung
des Ubc7-Proteins mit den Ligasen Hrd1 oder Doa10 zurickzuflhren ist, wurde mit

Hilfe einer Immunprazipitation der jeweiligen Ligase untersucht.

2.6 Die saure Schleife beeinflusst die Interaktion von Ubc7 mit den

ERAD-Ligasen und die Rekrutierung ligaseassoziierter Faktoren

Um den Doa10-Ligasekomplex mit den daran gebundenen Interaktionspartnern zu
immobilisieren und aufzureinigen, wurden Hefestamme verwendet, in denen Doa10
aminoterminal mit einem 13-fachen myc-Epitop markiert war. Aus Abbildung 9A ist
ersichtlich, dass, nach Solubilisierung der praparierten Hefemembranen mit 1 % Di-
gitonin, die zu betrachtenden, einst membrangebunden oder membranassoziierten
Proteine quantitativ aus den Membranen herausgeldst wurden. Des Weiteren waren
alle Ubc7-Varianten in etwa gleicher Menge im Lysat vorhanden, was aus dem Im-
munblot gegen Ubc7 hervorgeht. Dieser Immunblot zeigt auch, dass in der ubc7Aal-
Mutante das Ubc7-Protein ein im Vergleich zum UBC7-Wildtyp verandertes Bin-
dungsverhalten an die Ligase aufweist: Wahrend das Wildtyp-Ubc7 lediglich eine
geringe Bindung an Doa10 erkennen lasst, scheint die Ubc7Aal-Variante starker mit
der Ligase assoziiert zu sein. Auch bei den Ubc7-Varianten mit Punktmutationen in-
nerhalb der sauren Schleife, D2 und D2EZ2, ist im Vergleich zum Wildtyp eine leicht
hohere Ligaseinteraktion sichtbar. In ubc7Aal-Zellen sind auch Cue1 und Ubc6 ver-
starkt mit der Ligase assoziiert. Die starke Interaktion des Cue1 mit der Ligase lasst
sich durch dessen Komplexbildung mit Ubc7 bzw. den Ubc7-Varianten erklaren.
Ubc6 liegt in ubc7Aal-Zellen stabilisiert vor und weist daher eine erhohte Menge so-
wohl in den solubilisierten Membranen als auch im Prazipitat mit Doa10 auf. Uberra-
schenderweise interagiert auch die katalytisch inaktive C(89)S-Variante von Ubc7 mit
der Ligase, obwohl sie keinen Thioester mit Ubiquitin formen kann. Demzufolge
scheint die Beladung des Ubc7 mit Ubiquitin keine Voraussetzung fur dessen Rekru-

tierung an die Doa10-Ligase zu sein.
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Abbildung 9: Zusammensetzung der ERAD-Ligasekomplexe in ubc7-Mutanten. Immunprazi-
piation der myc-epitopmarkierten Ligase Doa10 (A) oder des HA-epitopmarkierten Hrd1-assoziierten
Proteins Hrd3 (B) aus solubilisierten Membranen aquivalenter Mengen an Hefezellen. Immunoblotting

der co-prazipitierten Proteine.

Fur die Betrachtung der Verhaltnisse am Hrd-ligase-Komplex (Abb. 9B) wurden He-
fen mit aminoterminal 3-fach HA-epitopmarkiertem Hrd3 verwendet und die mit der
Hrd1-Ligase komplexierten Proteine nach Membransolubilisierung und Immunprazi-
pitation mittels Antikdrpern detektiert. Auch hier scheint die Ubc7Aal-Variante eine
starkere Bindung mit dem Ligasekomplex einzugehen, wenn auch die Menge von
Ubc7Aal in der Membran im Vergleich zu den anderen Ubc7-Varianten insgesamt
schon etwas erhoht ist. Die Assoziation des Ubc7-Wildtyp mit der Ligase kann hinge-
gen nahezu nicht detektiert werden. Die Ubc7-Varianten D2, E2 und D2EZ2 sind in
nachweisbarer Menge an den Ligasekomplex gebunden. Eine Ursache fir die kaum
detektierbare Interaktion des Ubc7-Wildtyp mit der Hrd-Ligase konnte in der Kurzle-

bigkeit dieser Wechselwirkung liegen. Dies wiurde das Modell unterstitzen, dass nur
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ein Austausch eines unbeladenen gegen ein beladenes E2-Enzym die Prozessivitat
der Ubiquitinkettenbildung gewahrleistet, wobei das mit Ubiquitin beladene E2 eine
hohe und das unbeladene E2 eine geringe Affinitat zur Ligase hatte. Die verstarkte
Interaktion des Ubc7Aal mit der Ligase wurde hiernach einer Situation entsprechen,
in der ein mit Ubiquitin beladenes E2 an die Ligase rekrutiert wird, jedoch die Uber-
tragung des Ubiquitin auf ein bereits initial ubiquitiniertes Substrat aufgrund der Muta-
tion in der sauren Schleife des Ubc7 nicht erfolgen kann. Folglich bliebe eine starke

Bindung des E2 zur Ligase erhalten.

Die Interaktion von Ubc7Aal mit der Ligase ist lediglich verstarkt aber nicht irreversi-
bel. Dies zeigen Ergebnisse eines Versuches zum Abbau von Ubc6 und CPY*, bei
dem in ubc7Aal-Zellen zusatzlich das Wildtyp-UBC7 exprimiert wurde (ohne Abbil-
dung). Fur beide Substratproteine konnte unter diesen Bedingungen ein im Vergleich

zum Wildtyp verlangsamter aber deutlich erkennbarer Abbau nachgewiesen werden.

Das Bindungsverhalten von Ubc7 an die Hrd1-Ligase korreliert nicht zwangslaufig
positiv mit dem Substratabbau, was aus der Interaktion des Cdc48 mit der Ligase
ableitbar ist. Unter Wildtyp-Bedingungen mit normaler Ubiquitinierungsaktivitat wird
uber Ubx2 eine bestimmte Menge an Cdc48 an die Ligase rekrutiert, um die mit
Ubiquitin markierten Proteine aus dem membrangebundenen Komplex herauszulo-
sen und ins Zytosol zu entlassen. In Zellen, in denen ubc7 deletiert und demzufolge
die Anzahl ubiquitinierter Proteine deutlich reduziert ist, wird nur sehr wenig Cdc48
an den Ligasekomplex gebracht. Dies gilt auch fur die ubc7-Mutante mit deletierter
saurer Schleife, was Ruckschllisse auf eine gestérte Ubiquitinkettenbildung in diesen
Zellen erlaubt. Und erneut kann fur die Punktmutanten ubc7D2 und ubc7E2 auch in

dieser Hinsicht ein intermediarer Phanotyp festgestellt werden.

Die Ergebnisse der in vitro und in vivo Untersuchungen belegen deutlich, dass, wie
fur Cdc34 beschrieben, die saure Schleife in Ubc7 eine entscheidende Rolle bei der
Ubiquitinkettenbildung auf Substratproteinen spielt. Bereits die Veranderung zweier
benachbarter Aspartat-Reste zu Alanin zeigt eine im Vergleich zum Wildtyp signifi-
kant reduzierte in vitro Ubiquitinierungsaktivitat. Dartber hinaus ist das Vorhanden-
sein der sauren Schleife eine Voraussetzung fur den Abbau von Proteinen, da eine
unzureichende Substratubiquitinierung die Rekrutierung des Cdc48 an die Ligase-
komplexe verringert und somit der Transfer der Substrate zum 26S Proteasom stark

eingeschrankt ist.
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2.7 Wirkung von Cue1 und der Cue1-CUE-Domane auf die Ubiquitinie-

rungs-reaktion von Ubc7 in Interaktion mit den Ligasen

Die bislang dargestellten Ergebnisse zeigen bereits, dass die Polyubiquitinkettenbil-
dung durch Ubc7 von mehreren Faktoren stark beeinflusst wird. Neben der katalyti-
schen Aktivitat dieses E2-Enzyms sind, wie eben beschrieben, weitere intramolekula-
re Strukturen fur die Funktionalitat des Ubc7 notwendig. Des Weiteren stimulieren die
Ubiquitinligasen die Aktivitat des Ubc7 und bringen dieses in raumliche Nahe zu ei-
nem geeigneten Substrat. Der mit Ubc7 komplexierte Faktor Cue1 wirkt nicht nur
stabilisierend und membranrekrutierend auf Ubc7, sondern verstarkt im Zusammen-
spiel mit einer Ligase dessen Polyubiquitinierung um ein Vielfaches [73] . Um die
Stimulation der Ubiquitinierugsaktivitat des Ubc7 durch Cue1 besser verstehen zu
konnen, soll im folgenden Abschnitt die Interaktion von Ubc7 mit Cue1 sowie die Rol-

le der CUE-Domaéne in Cue1 naher betrachtet werden.

Bereits friher im Labor durchgefiihrte Experimente belegen, dass die Rekrutierung
von Ubc7 an die ER-Membran in Abhangigkeit des Cue1-Carboxyterminus ge-
schieht. Deletion der carboxyterminalen 29 Aminosauren von Cue1 verhindert nicht
nur die Interaktion des Ubc7 mit Cue1 und die Ubc7-Membranlokalisierung, sondern
als Folge davon auch den Abbau von Ubc7-abhangigen Substratproteinen (ohne Ab-
bildung). Eine ,Surface Plasmon Resonance“-Messung an einem Biacore-System
ergab fur die Interaktion von aufgereinigtem Ubc7 und C-terminal 6xHis-
epitopmarkiertem Cue1ATM im ,single-cycle-kinetic*-Modus eine Dissoziations-
konstante (Kd) von 3,0 £ 0,4 uM (ohne Abbildung). Dieser Wert deutet auf eine gute,
wenn auch keine sehr starke Affinitat der beiden Proteine zueinander. Eine Beein-
flussung der Ubc7-Bindung an Cuel1 durch das Vorhandensein des c-terminalen
6xHis-Epitops in diesem Cue1-Konstrukt konnte bei Ubiquitinieruns-versuchen nicht
festgestellt werden. Da es bisher keine Erkenntnisse dariber gab, ob die stabilisie-
rende und membranrekrutierende Funktion des Cuel1 von dessen aktivierender
Funktion bei der Ubiquitinkettenbildung entkoppelt werden kann, wurden zunachst
carboxyterminale Verkurzungen von Cue1 auf ihre, die Polyubiquitinierung verstar-
kende Wirkung getestet. In einem Reaktionsansatz zur in vitro Ubiquitinierung liegen
alle aufgereinigten Proteine stabil und I0slich vor, und die Konzentration des Ubc7 ist
in einem solchen Versuch um mehrere Potenzen hdher als das in Abwesenheit von

Cuel im Zytosol einer Zelle fehllokalisierte Ubc7. Daher bestand die Mdglichkeit,
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dass in einer in vitro Reaktion die rekrutierende und stabilisierende Funktion von

Cue1 flr die Polyubiquitinierung vernachlassigbar ist.

Um dies zu untersuchen, wurden nicht-epitopmarkierte Cue1-Konstrukte ohne
Transmembranbereich verwendet. Das WT-Konstrukt beinhaltete den gesamten
Carboxyterminus, wohingegen die Konstrukte 174 und 115 carboxyterminal um 29
bzw. 88 Aminosauren verklrzt waren. Das Konstrukt CUE bestand allein aus der ex-
primierten CUE-Domane und war somit sowohl amino- als auch carboxyterminal im
Vergleich zum WT deutlich verkirzt. In Abbildung 10A wird die Ubiquitinkettenbildung
von Ubc7 in Anwesenheit des WT-Cue1-Konstrukts sichtbar. Im Gegensatz zum WT-
Cue1 liel® sich fur die Cue1-Verklirzungen oder die CUE-Domane keine Verstarkung
der Ubiquitinierungsaktivitat erkennen. Die Bindung von Ubc7 an die carboxytermina-
len Aminosauren von Cue1 scheint also eine Voraussetzung fur die Stimulation der

Ubiquitinkettenbildung von Ubc7 durch Cue1 zu sein.

Auch die Rolle der CUE-Domane in Cue1 ist in der Vergangenheit diskutiert worden.
Wahrend CUE-Domanen anderer Proteine eine ausgepragte Bindung von Mono-
oder Polyubiquitin aufweisen, konnte fur Cue lediglich eine schwache Bindung von
Polyubiquitinketten gezeigt werden. Weiterhin lieferte die Deletion der Cue1-CUE-
Domane bisher keine Hinweise fir eine Beeintrachtigung der Zusammensetzung der
Ligasekomplexe oder des Substratproteinabbaus. Trotz dieser Befunde sollten Cue1-
Konstrukte mit verschiedenen Mutationen in der in vitro Ubiquitinierungsreaktion auf
ihre Funktion getestet werden. Fur die ubiquitinbindenden Eigenschaften vieler CUE-
Domanen ist ein Motiv von drei konservierten Aminosauren, MFP, notwendig. Mutati-
onen in diesem Bereich, besonders des Prolins, fuhren fast immer zum Verlust der
Ubiquitinbindung. Die CUE-Domane in Cue1 weist hingegen nicht diese konservier-
ten Aminosauren sondern stattdessen LAP in der Proteinsequenz auf. Zumindest
teilweise ist diese Abanderung fur die Reduktion der Ubiquitinbindung durch die
Cue1-CUE-Domane verantwortlich, da eine Mutation von LAP zu MFP eine Verstar-
kung der Ubiquitinbindung bedeutet [25] .

Fir die Untersuchungen wurden drei verschiedene Cue1-Varianten generiert. Das

erste Konstrukt wies einen Aminosaureaustausch von LAP nach RGA auf (RGA-

Variante), bei dem zweiten Konstrukt wurde das LAP-Motiv deletiert (ALAP) und beim

dritten Konstrukt wurde eine Deletion der gesamten CUE-Domane vorgenommen

(ACUE). Wie in Abbildung 10A dargestellt, sind die Cue1-Mutanten ALAP und ACUE

in der Lage, die Ubiquitinkettenbildung von Ubc7 zu ermdglichen bzw. zu verstarken,
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allerdings sind die Ubiquitinketten im Vergleich zur Reaktion mit dem WT-Cue1 deut-

lich kirzer.

Um dieses Phanomen genauer zu charakterisieren, wurden die Ubiquitinierungsreak-
tionen des Cue1-WT und der beiden Cue1-Varianten in Abhangigkeit der Reaktions-
zeit verfolgt (Abb. 10B). Es bestatigte sich nicht nur, dass die mit Hilfe der ALAP- o-
der ACUE-Variante geformten Ubiquitinketten tatsachlich niedrigmolekularer sind als
die mit Hilfe des WT-Cue1 geformten Ketten. Die Mutation der CUE-Domane scheint

auch eine Verzogerung der Polyubiquitinierung zu verursachen.

Nach 10 min Reaktionszeit sind in der Reaktion von Ubc7 und WT-Cue1 deutlich
starkere Signale fur konjugierte Ubiquitinmoleklle nachweisbar als zum gleichen
Zeitpunkt in den Reaktionen mit den CUE-Domanen-Varianten. Die Unterschiede in
der Lange der Ubiquitinketten und der Ubiquitinierungs-geschwindigkeit sind nicht
nur bei den gebildeten freien Ubiquitinketten sichtbar sondern auch bei den auf Cue1
selbst konjugierten Ubiquitnmolekulen. Es stellte sich nun die Frage, welchen Ein-
fluss die Mutation der CUE-Domane auf eine Reaktion von Ubc7, Cue1 und einer
Ubiquitinligase hat. Abbildung 10C zeigt in vitro Ubiquitinierungsansatze von Ubc7
mit Doa10 oder Hrd1 in Ab- oder Anwesenheit des Cue1-Wildtyp oder der RGA-
Variante. Es fallt auf, dass die geformten Ubiquitinketten, bei ungefahr gleicher Men-
ge an eingesetzter Ligase, in den Reaktionen mit Doa10 wesentlich niedrigmolekula-
rer, d. h. klirzer, und auch in ihrer Anzahl gegenuber den Reaktionen mit Hrd1 redu-
ziert sind. Dies kdnnte bedeuten, dass die Reaktivitat von Doa10 im Allgemeinen
geringer ist als die des Hrd1. Die Unterschiede kdnnten aber auch auf die verschie-
den grol3en Proteinbereiche der Ligasen zuruckzufuhren sein. Dabei kdonnte das et-
wa um 100 Aminosauren groRere Hrd1-Fragment, im Gegensatz zum Doa10-
Fragment, Elemente aufweisen, welche die Ubiquitinierung verstarken. Da beide E3-
Enzyme auch in Abwesenheit von Cue1 in der Lage sind, in geringem Male Po-
lyubiquitin mit Ubc7 zu assemblieren, werden die Effekte der Cue1-abhangigen sti-
mulierten Ubiquitinierung und somit auch der Einfluss der CUE-Domane in diesen
Reaktionen teilweise uUberdeckt. Dennoch bleibt der Unterschied in der Lange der
gebildeten Ubiquitinketten zwischen Reaktionen mit WT-Cue1 oder der RGA-Variante

erkennbar.
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Abbildung 10: Einfluss verschiedener Cue1-Varianten auf die Ubc7-abhangige in vitro
Ubiquitinierung. A: Reaktionen von Ubc7 mit Hrd1 und Cue1-Varianten in Anwesenheit von Flag-
Ubiquitin und ATP fir 15 min. B: Untersuchung verschiedener Cue1-Varianten in einer Reaktion mit
Ubc7. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden der Reaktion Proben entnommen und per Immuno-
blotting analysiert. C: Verhalten von WT-Cue1 und der Cue1-RGA-Variante bei in vitro Ubiquitinierun-
gen an der Doa10- oder Hrd1-Ligase. Die Reaktionen wurden nach 15 min Inkubation durch Zugabe

von Probenpuffer gestoppt und anschlieRend analysiert.
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2.8 Cue1 bindet K48- und K63-verkniipftes Polyubiquitin in Abhangigkeit

seiner CUE-Domane

Ausgehend von der Annahme, dass die fir CUE-Domanen beschriebene Funktion
der Ubiquitinbindung zutrifft, musste der Einfluss der Cue1-CUE-Domane auf die Ge-
schwindigkeit der Polyubiquitinierung und die Lange der Ketten auf einen Defekt bei
der Bindung von Ubiquitin zurtickzufihren sein. Wie bereits erwahnt, wurde fir Cue1
bislang nur eine sehr geringe Ubiquitin-bindende Fahigkeit beobachtet. Fur eine bes-
sere Einschatzung dieser Resultate wurde die Bindung von Ubiquitin an Cue1 erneut
untersucht (Abb. 11A). Einige ubiquitinbindenden Domanen haben Praferenzen fur
Mono- oder Polyubiquitin bzw. flr Ubiquitinketten, die tUber einen bestimmten Lysin-
rest miteinander verknupft sind. Um zu untersuchen, ob Cue1 ebenfalls eine Prafe-
renz fur bestimmte Ubiquitinketten aufweist, wurden pra-assemblierten Ubiquitinket-
ten gekauft (zwei bis sieben konjugierte Ubiquitinmolekule, Ub,-Ub7), die entweder
eine Lysin48-Verknlpfung oder aber eine Lysin63-spezifische Verknlpfung aufwie-
sen. Die Qualitat der kauflich erworbenen Ubiquitinketten differierte zum Teil erheb-
lich. Bei den K48-Ketten waren statt sieben konjugierter Ubiquitinmolekule haufig nur
Ubs-Ketten nachweisbar. Die K63-Ketten zeigten hingegen auch langere Verknlp-
fungen. Die zu untersuchenden Cue1-Varianten, aber auch die UBA-Domane von
Dsk2 wurden als GST-Fusionen exprimiert und durch Bindung an Glutathion-
Sepharose™ immobilisiert. Fiir die UBA-Domane von Dsk2 konnte in frilheren Expe-
rimenten eine sehr gute Ubiquitinbindung festgestellt werden, weshalb sie in diesem
Versuchsaufbau als Positivkontrollen  diente. Die immobilisierten  GST-
Fusionsproteine wurden in einer Loésung mit den verschiedenen Ubiquitinketten inku-
biert, gewaschen und anschliellend auf die Menge des gebundenen Ubiquitins hin
untersucht (P). Auch wurde nach der Inkubation getestet, wie viel nicht gebundenes
Ubiquitin im Uberstand verblieben ist (U).

Aus dem Immunblot gegen GST in Abbildung 11A geht hervor, dass die verschiede-
nen GST-Fusionsproteine in etwa vergleichbarer Menge in den Proben vorlagen. Al-
lerdings zeigen sich bei einigen Fusionsproteinen niedermolekulare Abbauprodukte
sowie GST allein. Um eine Bindung des Ubiquitins an GST auszuschlie®en, diente
aufgereinigtes immobilisiertes GST in dieser Bindungsstudie als Negativkontrolle.
Der Immunblot gegen Ubiquitin belegt, dass GST allein weder Lysin48-verknupftes
noch Lysin63-verknlpftes Polyubiquitin bindet (P). Infolge dessen verblieb nach der

Inkubation sdmtliches Ubiquitin im Uberstand (U). Untersucht man die Fahigkeit der
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Cue1-Fusionsproteine Cue1ATM (WT) sowie die carboxyterminale Verkurzung von
Cuel (174) Lys48-verknupftes Ubiquitin zu binden, so befindet sich das Ubiquitin
nach der Inkubation in der Pelletfraktion. Dies belegt einerseits, dass Cue1 prinzipiell
in der Lage ist Polyubiquitin zu binden, und andererseits zeigt es, dass die Ubc7-
bindende Region in Cuel1 nicht zu dieser Fahigkeit beitragt. Hiermit wird die
ubiquitinbindende Funktion von Cue1 klar von der Ubc7-rekrutierenden Funktion ge-
trennt. Ein gewisser Anteil an Ubiquitin in den Uberstands-Proben nach der Inkubati-
on, kénnte auf ein geringes Bindungsvermogen der Cue1-Varianten hinweisen, oder
aber es liegt eine Sattigung der Cue1-Molekule vor. In diesem Fall waren mehr
Ubiquitinketten vorhanden als Cue1-Molekiile, die diese binden. Diese Uberlegungen
lassen sich teilweise durch Betrachtung der Ubiquitinbindung an die Dsk2-UBA-
Domane besser einschatzen. Im Vergleich zum WT-Cue1 scheint die UBA-Domane
doch etwas mehr Ubiquitin gebunden zu haben, auch wenn hier ebenfalls ein gerin-
ger Anteil kurzer Ubiquitinketten im Uberstand verbleibt. Dies lasst auf ein im Ver-
gleich zu Dsk2 etwas geringeres Ubiquitin-Bindungsvermogen des Cue1 schlielen.
Allerdings scheinen unter diesen Versuchsbedingungen die Unterschiede nicht so

gravierend zu sein wie angenommen.

Anhand der untersuchten Cue1-Varianten mit fehlerhafter CUE-Domane in diesem
Experiment zeigt sich, dass keine dieser 3 Varianten Ubiquitin bindet. Ein Aminosau-
reaustausch (LAP zu RGA) in der fur andere CUE-Domanen konservierten Region
genugt, um die Bindung von Lys48-verknupften Ubiquitin an Cue1 vollig zu unterbin-
den. Allerdings konnte auch der exprimierte Bereich der minimalen CUE-Doméane
(CUE domain) nicht mit den Ubiquitinketten interagieren — das Ubiquitin liegt hier
vollstéandig im Uberstand vor. Es wére durchaus denkbar, dass die als GST-Fusion
aufgereinigte CUE-Domane nicht ihre native Faltung erlangt hat und deshalb die Fa-
higkeit Ubiquitin zu binden nicht vorhanden ist. Ein weiterer Grund fur die fehlende
Ubiquitinbindung koénnte an der Auswahl der Sequenz bzw. der Abgrenzung der
CUE-Domane liegen. Wie erwahnt, wurde flr die Expression der Domane ein Be-
reich gewahlt, der laut Strukturvorhersage eine minimale CUE-Domane reprasentiert.
Vielleicht sind jedoch auch Aminosauren aulerhalb dieses Bereichs fur deren Funk-

tion notwendig.
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Abbildung 11: Bindung und Schutz von Ubiquitinketten durch die Cue1CUE-Domaéne. A: In
vitro Bindung von pra-assemblierten Ubiquitinketten an verschiedene immobilisierte GST-Cue1-
Fusionen und die UBA-Doméne von Dsk2. Analyse von Uberstand (U) und immobilisiertem Material
(P) nach 4-stindiger Bindung bei 4 °C. * markiert das Signal fir GST-Dsk2-UBA im anti-Ub-
Immunblot. B,C: Inkubation von K48-verknlpften Ubiquitinketten mit BSA, WT-Cue1 oder der RGA-
Variante auf Eis. Analyse des Kettenabbaus nach Zugabe des humanen deubiquitinierenden Enzyms
Otubain1 in einem Zeitraum von 240 s. Rechter und linker Immunblot entstammen demselben Expe-

riment. C:Abnahme des Diubiquitin bei gleichzeitiger Zunahme des Monoubiquitin.

Analysiert man die Bindung von Lys63-verknipfen Ubiquitinketten, so zeigt sich ein
ahnliches Bild wie bei den Lys48-verknlpften Ketten. WT-Cue1 bindet die Ubiquitin-
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ketten, wahrend die RGA-Variante diese Fahigkeit verloren hat. Erstaunlicherweise
bindet die Dsk2-UBA-Domane zwar Lys63-verknuUpftes Ubiquitin, diese Bindung
scheint jedoch schwacher zu als die Bindung der Lys63-verknupften Ketten an Cue1.
Es bleibt zu spekulieren, ob die Cue1-CUE-Domane tatsachlich eine héhere Affiinitat
fur Ubiquitinketten aufweist, die nicht Uber Lys48 verknUpft sind. Leider war es aus
technischen Grinden (Mangel an verschiedenen pra-assemblierten Ubiquitinketten)
nicht moglich, die Bindung weiterer, unterschiedlicher Ubiquitinketten an Cue1 zu
untersuchen. Sofern geeignete Ketten verfuigbar waren, konnte z.B. eine Biacore-
Bindungsstudie Aufschluss uber die differenzierte Affinitat des Cue1 zu Ubiquitinket-

ten verschiedener Verknipfung und Lange geben.

2.9 Die CUE-Domane schiitzt Polyubiquitinketten partiell vor Prozessie-

rung durch ein deubiquitinierendes Enzym

Um einen weiteren Nachweis fur die Ubiquitin-bindende Eigenschaft der Cue1-CUE-
Domane zu erbringen, wurden Ubiquitinketten in An- oder Abwesenheit einer intakten
CUE-Domane mit einem deubiquitinierenden Enzym versetzt. Die Bindung der CUE-
Domane an eine Ubiquitinkette wirde die Kette ,maskieren® und eine Spaltung der
Kette durch die spezifische Protease verhindern. Um diese Hypothese zu testen
wurde die Prozessierung von Lysin48-verknupften Ubiquitinketten durch das Lys48-
spezifische deubiquitinierende Enzym Otubain1 in einer zeitabhangigen Reaktion
untersucht (Abb. 11B). Den entsprechenden in vitro Reaktionen wurde in vergleich-
barer Menge entweder BSA als Negativkontrolle, WT-Cue1 (ATM), oder die Cue1-
RGA-Variante zugefugt. Zum Zeitpunkt 0, vor Zugabe des Otubain1, befand sich in
allen Reaktionen die gleiche Menge an Ubiquitinketten. Wahrend der anschliel3en-
den 240 sekundigen Inkubation in einem Eisbad fand insgesamt ein deutlicher Abbau

der Ubiquitinketten statt.

In der Reaktion mit BSA sind nach 120 s Reaktionszeit nahezu keine Tetra-
ubiquitinketten mehr vorhanden, nach 180 s sind auch Triubiquitinmolekule nur noch
schwer detektierbar. Aus Abbildung 11C wird ersichtlich, dass in dem Malie wie die
Ubiquitinketten degradiert werden, die Menge an Monoubiquitin zunimmt. Dies gilt
nicht nur fur die Reaktion mit BSA sondern auch fur die mit den Cue1-Varianten ver-
setzten Proben. Im Vergleich zur Probe mit BSA verlauft die Deubiquitinierung der
Ubiquitinketten durch Otubain1 in der Reaktion mit WT-Cue1 signifikant verzdgert.

Nach 120 s Reaktionszeit sind nicht nur Tetra- sondern auch Pentaubiquitinmolekule
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erhalten. Und sowohl Triubiquitin als auch ein geringer Teil Tetraubiquitin kann nach

Ablauf der 240 s Beobachtungszeitraum noch nachgewiesen werden.

Wie erwartet werden die Ubiquitinketten in der Probe mit der Cue1-RGA-Variante
ebenso schnell abgebaut wie in der Kontrollreaktion mit BSA. Nach 240 s ist in dieser
Probe neben Mono- nur noch Diubiquitin detektierbar. Daraus lasst sich schlussfol-
gern, dass Cuel in diesem System durch seine CUE-Domane in der Lage ist
Ubiquitinketten zu binden und diese somit partiell vor Degradation durch eine
Ubiquitin-spezifische Protease zu schutzen. In den zuvor beschriebenen in vitro Re-
aktionen, die eine verzdgerte und verringerte Polyubiquitinierung nach Mutation der
CUE-Domane aufwiesen, waren allerdings keine deubiquitinierenden Enzyme anwe-
send, weshalb der Schutz der Ubiquitinketten vor vorzeitigem Abbau nur eine Teil-

funktion der CUE-Domane sein kann.

Somit kann der Cue1-CUE-Domane nach Auswertung der in vitro Untersuchungen
erstmals eine umfassende Funktion zugeschrieben werden. Die CUE-Domaéane bindet
Ubiquitinketten veschiedener Verknupfungen. Weiterhin ermoglicht Cue1 mit seiner
CUE-Domane in Interaktion mit Ubc7 eine schnelle und effektive Polyubiquitinketten-
bildung, wobei die Ketten, wahrscheinlich durch strukturelle Stabilisierung des
Ubiquitinierungskomplexes, eine gesteigerte Lange im Vergleich zu CUE-Domanen-
Varianten aufweisen. Gleichzeitig kann die CUE-Domane die gebundenen Ketten
zumindest teilweise vor Abbau durch deubiquitinierende Enzyme schutzen. Weshalb
wurde bislang kein Effekt einer Deletion der Cue1-CUE-Domane in vivo beobachtet?
Ist die Funktion der CUE-Domane fir Zellen vielleicht vernachlassigbar, solange die
Substratproteine am Hrd1- oder Doa10-Ligasekomplex noch in ausreichendem Mafl}
ubiquitiniert, das hei3t mit gentigend langen Ubiquitinketten versehen werden? Wird
die Rolle der CUE-Domane erst unter bestimmten zellularen Stressbedingungen
deutlich? Gibt es vielleicht Unterschiede in der Relevanz der CUE-Domane fur ver-

schiedene Klassen von Substratproteinen, die bisher nicht betrachtet wurden?

Die Bedeutung der Cue1-CUE-Domane in zellularen Stresssituationen ist bereits fru-
her untersucht worden. Starke Belastungen des Endoplasmatischen Retikulum durch
Behandlung der Zellen mit Tunicamycin, einem Inhibitor der N-Glykosylierung, oder
dem stark reduzierend wirkenden DTT hatten zwar im Allgemeinen einen dramati-
schen Einfluss auf Zellwachstum, Proteinfaltung und den Abbau der fehlgefalteten
Proteine, eine zusatzliche Veranderung durch Mutation oder Deletion der CUE-
Domaéane wurde jedoch nicht beobachtet. Auch die vermeintliche Storung des ERAD
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durch gleichzeitige Deletion zweier Ubiquitin-bindender Domanen, namlich der Cue1-
CUE-Domane und der UBA-Domane von Ubx2, zeigte keinerlei Beeintrachtigung des

Substratproteinabbaus (ohne Abbildung).

2.10 Einfluss der CUE-Domane auf die Protein-Protein-Wechselwirkungen

an den Ligasekomplexen

Die in vitro Experimente offenbarten, dass die Deletion der CUE-Doméane einen Ein-
fluss auf die Polyubiquitinierung durch Ubc7 an einer Ligase hat. Doch wie wirkt sich
eine Deletion der CUE-Domane an einem Ligasekomplex in vivo aus? Durch Im-
munprazipitation einer Ligase und die Co-Prazipitation der interagierenden Enzyme
und Adapterproteine sollten die Vorgange genauer untersucht werden. Aufgrund der
im Vergleich zur Hrd1/Hrd3-Immunprazipitation besseren Detektierbarkeit der ligase-
assoziierten Faktoren an der Doa10-Ligase, wurde, nach Expression verschiedener
cue1-Mutanten, aminoterminal myc-epitopmarkiertes Doa10 mittels eines anti-myc
Antikorpers gefallt und die Zusammensetzung des Ligasekomplexes betrachtet (Abb.
12). Im Anschluss an den Zellaufschluss wurden die Membranen prapariert und solu-
bilisiert. Wie in der linken Halfte der Abbildung erkennbar, wurden das Plasmid-
kodierte Wildtyp-CUE1 ebenso gut exprimiert wie das endogene, chromosomal ko-
dierte CUE1. Die cue1ACUE-Mutante und die Mutante cue1LL(179,180)SS, die ei-
nen Defekt bei der Bindung von Ubc7 aufweist, sind sogar etwas starker exprimiert.
Wie erwartet, ist in Membranen aus Acue?-Zellen kein Ubc7-Protein vorhanden.
Auch die Expression der LL(179,180)SS-Mutante fuhrt offenbar zum Verlust der
Ubc7-Rekrutierung an die Membran. Bei langerer Exposition eines Rontgenfiims auf
dem Immunblot wird jedoch ein sehr schwaches Signal fur membranlokalisiertes
Ubc7 sichtbar (ohne Abbildung). Die Menge an membranrekrutiertem Ubc7 in diesem
Stamm ist also lediglich deutlich reduziert. Expression der Ubrigen cue7-Mutanten
beeinflussten die Lokalisierung des Ubc7 nicht, es ist in vergleichbaren Mengen im
Solubilisat der Membranen vorhanden. Weitere Ligase-interagierende Proteine, Ubx2
und Cdc48 sind in allen cue?-Mutanten unverandert im Vergleich zu CUET-WT ex-
primiert und die verschiedenen Cue1-Proteine membranlokalisiert. Nur die zum Zeit-
punkt des Zellaufschlusses vorhandenen Ubc6-Mengen weisen kleine Unterschiede

zwischen untersuchten Stammen auf.

Nach Immunprazipitation des Doa10 wurden die Proben auf co-prazipitierte Proteine

untersucht (rechte Halfte der Abbildung). Alle Cue1-Varianten sind in der Lage, mit

der Ligase in etwa gleicher Starke zu interagieren. Die CUE-Domane bzw. deren
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Veranderung spielt demzufolge bei der Wechselwirkung mit der Ubiquitinligase keine
Rolle. Anders sieht die Situation fur die Interaktion von Ubc7 mit Doa10 in den cue1-
Mutanten aus. In Zellen mit WT-CUE1 zeigt Ubc7 eine gute Bindung an Doa10. Auch
die cue1RGA-Mutante scheint diese Interaktion nicht zu stéren. Im Gegensatz dazu
schwacht eine Deletion der CUE-Domane die Wechselwirkung zwischen Ubc7 und
Doa10. Dies wurde aus der Analyse der in vitro Versuche nicht ersichtlich, spielte
aber vielleicht bei einer Polyubiquitinierungsreaktion mit I6slichen Proteinen keine

grolde Rolle.

solubilisierte Membranen IP: myc (Doa10)

wt wt LL179, wt wt LL179,
@ (end) Acuel RGA ACUE (pl) 180SS 2 (end) Acue? RGA ACUE (pl) 180SS

- .wu-myc

a~Cue1

a-Ubc7

a-Ubc6

a-Ubx2

a-Cdc48

Abbildung 12: Einfluss der Expression von cue7-Mutanten auf die Proteinkomposition an
der ER-Membran und der Doa10-Ligase. Expression der cue?-Mutanten sowie des WT-CUET von
einem ARS/CEN-Plasmid. Immunprazipitation von myc-epitopmarkiertem Doa10 aus Digitonin-
solubilisierten Hefemembranen. Co-prazipitierte Proteine wurden durch Antigendetektion mit Hilfe

proteinspezifischer Antikdrper nachgewiesen.

In vivo hingegen konnte die mit der Deletion der CUE-Domane einhergehende Ver-
klrzung von Cue1 um etwa 40 Aminsauren eine Veranderung in der in der Struktur
des Ligasekomplexes hervorrufen. Eine deutliche Verringerung des Abstands von
Cue1-gebundenem Ubc7 zur ER-Membran und zur Doa10-Ligase konnte zu einer
Storung der E2-E3 Interaktion fuhren. Eine sehr transiente Wechselwirkung des E2
mit dem E3 wirde ebenfalls in einer schwachen Ligasebindung des Ubc7 in der
cue 1ACUE-Mutante resultieren. Es ist vorstellbar, dass aufgrund der fehlenden Stabi-
lisierung der substratkonjugierten Ubiquitinkette an der Ligase, die Interaktion von

Ubc7, Doa10 und dem Substrat nicht so stabil ist wie unter WT-Bedingungen.
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Abwesenheit oder Reduktion von Ubc7-Mengen an der ER-Membran, wie im Acue1-
Stamm oder der cue1LL(179,180)SS-Mutante, fuhrt zur Stabilisierung des mit Doa10-
interagierenden kurzlebigen Ubiquitin-konjugierenden Enzyms Ubc6. Dies wird auch
nach Co-Prazipitation des Ubc6 mit der Ligase deutlich, da in diesen Stammen im
Vergleich zum CUE71-WT eine hohere Menge von Ubc6 mit der Ligase assoziiert ist.
Es fallt auf, dass bei Expression des endogen kodierten WT-CUE 1 nahezu kein Ubc6
mehr mit der Ligase interagiert, wahrend mit dem Plasmid-kodierten WT-CUET noch
ein gewisser Anteil an Ubc6 mit Doa10 co-prazipitiert. Es ist moglich, dass das Cue1-
Protein, welches durch Expression des Plasmid-kodierten CUE1 synthetisiert wird,
aus unbekannten Grunden nicht die Funktionalitat des Proteins erreicht, das durch
Expression des chromosomalen CUE1 gebildet wird. Somit wirde Ubc6 durch die
beiden verschiedenen WT-Cue1-Proteine nicht in gleichem Malke abgebaut. Eine
solche Beobachtung ist bereits friher auch flr die Expression anderer Plasmid-
kodierter Proteine gemacht worden. In der cueTRGA- und der cue1ACUE-Mutante
sind die Ubc6-Mengen am Ligasekomplex im Verhaltnis zum WT-CUE1 erhoht, wo-
bei die Wechselwirkung von Ubc6 mit der Ligase in der cue TACUE- Mutante starker
ist als die in der RGA-Mutante.

Die Interaktion von Ubx2 und Cdc48 mit Doa10 wird Uber die Aktivitat des Ligase-
komplexes reguliert. In Zellen, die WT-CUE1 exprimieren, interagiert deshalb relativ
viel Ubx2 und Cdc48 mit der Doa10-Ligase. Andererseits wird in Acue1-Zellen oder in
Stammen, welche die cue1LL(179,180)SS-Mutante exprimieren, nahezu kein Cdc48
an die Ligase rekrutiert. Ebenso sind die Mengen von Cdc48 in der cue1RGA- und
cue1ACUE-Mutante im Vergleich zum Wildtyp reduziert, was auf eine verminderte

Ubiquitinierungsaktivitat des Ligasekomplexes hinweist.

Es wurde einmal mehr bestatigt, dass die Bindung von Ubc7 an eine definierte car-
boxyterminale Region von Cue1 flr dessen Rekrutierung an die ER-Membran und
Integration in den Doa10-Ligasekomplex erforderlich ist. Ein Austausch zweier Leu-
cinreste gegen Serin reicht aus, um die Bindung von Ubc7 an Cue1 deutlich zu redu-
zieren. Dieser Aminosaureaustausch hat auch eine Stabilisierung des Ubc6 im
Ligasekomplex zur Folge. Die fehlende Substratubiquitinierung am Ligasekomplex
fuhrt weiterhin zu einer Abwesenheit von Cdc48 an Doa10. Dies zeigt erneut, dass
die Aktivitat von Ubc6 allein an der Ligase nicht fur eine Cdc48-Rekrutierung und im
Folgenden nicht flr den Abbau von Substratproteinen gentgt. Die Deletion der Cue1-

CUE-Domane resultiert in diesem Versuch in einer verringerten Ubc7-Einbindung in
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den Doa10-Ligasekomplex, wohingegen die Menge an ligaseassoziiertem Ubc7 in
der cue1RGA-Mutante der des WT-CUET1 gleicht. Trotzdem ist in dieser Mutante, wie
auch in der cue TACUE-Mutante, Ubc6 im Vergleich zu WT-CUET1 stabilisiert und we-
niger Cdc48 mit der Ligase assoziiert.

2.11 Die Deletion der CUE-Domane fiihrt zur Stabilisierung membrange-

bundener Substratproteine

Wie bereits eingangs erwahnt, konnte bislang kein Phanotyp fur eine cue1ACUE-
Mutante beschrieben werden. Es ist aber anhand der Immunprazipitations-
experimente in Abbildung 12 erkennbar, dass die Zusammensetzung des Doa10-
Ligasekomplexes in einer solchen Mutante verandert ist. Dies schien jedoch bislang
ohne Folgen fur den Abbau einiger untersuchter Substrate. Allerdings resultiert die
Expression von cue1-CUE-Domanen-Mutanten in einer erhdhten Ubc6-Menge an der
ER-Membran. Aus diesem Grund war es interessant, den Abbau von Ubc6 im CUE1-
WT und in den cue7-Mutanten naher zu untersuchen. In einem Zeitraum von 3 Stun-
den nach Inhibition der Proteinneusynthese durch Cycloheximid-Behandlung der Zel-
len, wurde die Abnahme der Ubc6-Mengen im Gesamtzellextrakt betrachtet. In der
rechten Halfte der Abbildung 13A sind die Mengen der Proteine Cue1, Ubc7 und
Ubc6 zum Zeitpunkt 0, das heildt direkt nach Zugabe des Cycloheximids dargestellt.
Die linke Halfte der Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf des Ubc6-Abbaus. Wie
auch schon bei der Immunprazipitation von Doa10 beschrieben, ist Ubc6 in einem
Hefestamm mit plasmidkodiertem WT-CUE1 etwas stabiler als mit endogen kodier-
tem CUET1, das heil’t, es wird langsamer abgebaut. Eine weitere Verzégerung seines
Abbaus erfahrt Ubc6 durch Mutation der CUE-Domane, wobei die Mutante
cue1ACUE wiederum einen grolleren Effekt zeigt als die Punktmutante cue1RGA.
Die cue1LL(179,180)SS-Mutante, bei der die Ubc7-Bindung durch das Cue1-Protein
gestort ist, sowie die Deletion von cue1, resultieren in noch starkerem Malie in einer
Stabilisierung von Ubc6. Bei cue 7-defizienten Stammen ist, wie erwartet, nahezu kein
Ubc6-Abbau wahrend des Beobachtungszeitraums erkennbar. Ubc6 ist also das ers-
te bekannte Substratprotein, welches durch das Fehlen der CUE-Doméane in Cue1

nur noch vermindert abgebaut werden kann.
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Abbildung 13: Abbau von Substratproteinen an der Hrd1- oder Doa10-Ligase in Abhédngig-
keit verschiedener cue7-Mutanten. Transformation von Hefezellen und Expression des WT und der
cue1-Mutanten von einem ARS/CEN-Plasmid. A, D: Cycloheximid-Abbau-Versuche von Doa10-
abhangigen Substratproteinen. B,C: Pulse-Chase-Experimente zur Untersuchung des Abbaus von
Substraten am Hrd1-Ligase-Komplex. A: Abbau von Ubc6 im Untersuchungszeitraum von 3 Stunden
(linke Seite) und Darstellung der Expressionslevel des Substrats sowie von Cue1/Ubc7 zu Beginn des
Versuchs (rechte Seite). Analyse des Gesamtzellextrakies nach Behandlung der Proben mit 1 % SDS.
B: Degradation von CPY™ innerhalb der ersten 90 min nach 8-minutiger radioaktiver Markierung der
neusynthetisierten Proteine. C: Hmg2-myc-Abbau innerhalb 4 Stunden nach 12-minitiger Markierung
der Proteine mit **S Cys/Met-Mix. D: Proteolyse von Deg1-GFPGFP (pUL028) in den 60 min nach

Inhibition der Proteinneusynthese durch Cycloheximid.

Am Endoplasmatischen Retikulum werden Uber die Ligasekomplexe Hrd1 und
Doa10 Proteine verschiedener Substratklassen flr den proteasomalen Abbau
ubiquitiniert. An beiden Ligasen ist das Heterodimer aus Cue1 und Ubc7 flr die Sub-
stratubiquitinierung erforderlich. Deshalb wurde im Folgenden nicht nur der Abbau
eines zytosolischen Doa10-Substrats in Gegenwart der cueTACUE-Mutante unter-
sucht, sondern auch ein ER-luminales sowie ein integrales ER-Membranprotein ana-
lysiert. Als ER-luminales Substratprotein, welches Hrd1-abhangig abgebaut wird,
diente erneut die G(259)R-Mutante der CarboxypeptidaseY (CPY*). Wahrend die
Deletion von cue? in dem durchgefuhrten Pulse-Chase-Experiment eine signifikante
Stabilisierung des CPY* Uber den beobachteten Zeitraum von 90 min hervorruft (Abb.
13B), erfolgt der Abbau von CPY* im Wildtyp-Stamm und in den cue7-Mutanten mit
ahnlicher Geschwindigkeit. Dies zeigt, dass die Veranderung oder Deletion der CUE-
Domane keinen Einfluss auf den CPY*-Abbau hat. Erstaunlicherweise fuhrt auch die
Mutation cue LL(179,180)SS, bei der nur sehr geringe Mengen von Ubc7 an die

Ligase gebracht werden, nicht zu einer Stabilisierung des CPY™.

In einem weiteren Pulse-Chase-Experiment wurde der Abbau des integralen ER-
Membranproteins Hmg2-myc Uber einen Zeitraum von 4 Stunden untersucht (Abb.
13C). Innerhalb dieser Zeit wird Hmg2-myc in der cue1LL(179,180)SS-Mutante teil-
weise stabilisiert. Die Stabilisierung des Hmg2-myc in einer cue1-Deletion ist jedoch
wesentlich hoher. Auch die cue1ACUE-Mutante hat in diesem Versuch einen verrin-
gerten Abbau des Hmg2-myc zur Folge, etwa in gleichem Male wie die
cue1lLL(179,180)SS-Mutante. Im Gegensatz dazu zeigen die cue1RGA-Mutante und
die cue1ALAP-Mutante nur einen, im Vergleich zu Zellen mit dem CUE7-Wildtyp, mi-
nimal verzogerten Hmg2-Abbau. Offenbar ist die Cue1-CUE-Domane fur einen effi-

zienten Hmg2-myc-Abbau wichtig.
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Als weiteres Substratprotein wurde eine Fusion aus Deg1 und einem zweifachen
GFP-Epitop (green fluorescent protein) verwendet. Deg1 bezeichnet den N-
terminalen, 67 Aminosauren langen a-helikalen Bereich des Mat alpha Faktors, der
als Erkennungssequenz sowie als initiales Abbausignal (Degron) dient und den Mat
alpha Faktor der Ubiquitinierung an der Doa10-Ligase zufuhrt. Bei den cuef-
Mutanten exprimierenden Hefezellen wurde nach Zugabe von Cycloheximid der Ab-
bau von Deg1-GFP-GFP innerhalb von 60 min verfolgt und Gber Immunoblotting ana-
lysiert. Abbildung 13D belegt, dass sowohl chromosomal (end) als auch plasmidko-
diertes (pl) WT-CUET1 einen schnellen Deg1-GFP-GFP-Abbau férdern. Im Gegensatz
dazu fuhrt nicht nur die Deletion des cue? zu einer sehr starken Stabilisierung des
Substratproteins, sondern auch die Punktmutante cue1LL(179,180)SS. Ein Einfluss
der CUE-Domane auf den Deg1-GFP-GFP-Abbau konnte in diesem Versuchsaufbau
nicht nachgewiesen werden. In allen drei Mutanten, cue1RGA, cuelALAP und
cue1ACUE, wird das Substrat ahnlich gut abgebaut wie unter Wildtyp-Bedingungen.
Obwohl Deg1-GFP-GFP ebenso ein Substrat der Doa10-Ligase ist wie Ubc6, verhalt
es sich in Bezug auf den Abbau verschieden. Der Effekt, den die CUE-Domane auf
die Substratubiquitinierung hat, ist daher kein generelles Phanomen von Doa10-
Ligase-Substraten. Stattdessen kann eine Veranderung des Hrd1-abhangigen Hmg2-
Abbaus durch Deletion der CUE-Domane festgestellt werden. Wie auch Ubc6 ist
Hmg2-myc ein in die ER-Membran integriertes Protein, und ein Teil des Hmg2 ragt
wie der Ubc6-Aminoterminus ins Zytosol. Diese Gemeinsamkeiten lassen auf eine
Gruppe von ER-membrangebundenen ERAD-Substratproteinen schlieen, fur deren

ungehinderten Abbau die Cue1-CUE-Domane erforderlich ist.

2.12 Die Ubiquitinmolekiile einer durch Ubc7 gebildeten Ubiquitinkette

sind in einer K48-abhangigen Weise miteinander verkniipft

Ein bislang unbeachteter Aspekt ist die Moglichkeit, dass Cue1 den Verknupfungstyp
der von Ubc7 konjugierten Ubiquitinmolekule beeinflusst. Wie in der Vergangenheit
mehrfach beschrieben, ist der proteasomale Abbau von ERAD-Substraten von einer
Lysin48-VerknUpfung der Ubiquitinmolekule abhangig [15,16,74] . In Zellen, in denen
eine K48R-Ubiquitinmutante Uberexprimiert war, fand eine generelle Stabilisierung
von Proteinen statt, die normalerweise Uber Hrd1 oder Doa10 ubiquitiniert werden. In
den letzten Jahren gab es aber auch Hinweise auf eine Funktion von K63- oder K11-

verknupften Ubiquitinketten beim proteasomalen Abbau von Proteinen [19,75] . Kann
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es dennoch sein, dass Cue1 bei der Ubiquitinierung bestimmter Substratproteine ei-

ne Modulation der Ubiquitinverknlpfung bewirkt?

Unterschiede in der Art der Verknlpfung der Polyubiquitinkette sind am ehesten
durch in vitro Reaktionen aufzudecken, da hier verschiedene Ubiquitinmutanten auf
ihre Fahigkeit der Kettenbildung an einem bestimmten E2-E3-Komplex getestet wer-
den kénnen. In einem Versuchsansatz wurde zunachst die Art der Ubiquitinverknlp-
fung in einer Reaktion von Ubc7 mit Hrd1 in Abwesenheit von Cue1 untersucht (Abb.
14A). Hierzu wurden neben WT- und epitopmarkiertem Ubiquitin auch Ubiquitinvari-
anten verwendet, bei denen ein bestimmtes Lysin durch Arginin ersetzt wurde (z.B.
Ub K48R). Andere Ubiquitinvarianten wiesen nur noch ein einzelnes Lysin auf (z.B.
Ub K48only; K480). In dem a-Ubiquitin Immunoblot wird erneut deutlich, dass Ubc7
in Abwesenheit von Hrd1 oder dem Ubiquitin-aktivierenden Enzym keine Ubiquitin-
ketten mit dem Ubiquitin-Wildtyp formen kann. Nur in Anwesenheit dieser beiden Pro-
teine verknupft Ubc7 Wildtyp- und Flag-epitopmarkiertes Ubiquitin, so dass zumin-
dest eine deutliche Bildung von Diubiquitin detektierbar wird. Aufgrund der kurzen
Expositionszeit des Rontgenfims zur Signaldetektion sind hdhermolekulare
Ubiquitinkonjugate nur schwer erkennbar. Im Gegensatz dazu fehlt die Diubiquitinbil-
dung bei Verwendung der K110-Variante nahezu vollstandig und ist durch die K48R-
Ubiquitinvariante deutlich reduziert. Dies weist einerseits darauf hin, dass das alleini-
ge Vorhandensein des Lysins an Position 11 des Ubiquitins nicht ausreicht, um eine
Ubiquitinkettenbildung zu erhalten. Andererseits scheint Lysin 48 flir die Polyubiquiti-
nierung durch Ubc7 und Hrd1 notwendig, da dessen Veranderung zu Arginin (R) die
Kettenbildung stark einschrankt. Wie fur das WT und epitopmarkierte Ubiquitin be-
schrieben, kann auch unter Verwendung der K63R-Ubiquitinvariante eine gute
Diubiquitinierung detektiert werden. Das Lysin 63 spielt demnach bei der Ubiquitin-
verknupfung keine oder nur eine untergeordnete Rolle. Auch die K48o-Variante des
Ubiquitin ist zur Ubiquitinkettenbildung durch Ubc7 und Hrd1 geeignet. Hier kdnnen
sogar in hdhermolekularem Bereich Ubiquitinverknipfungen nachgewiesen werden.
Dies kdnnte auch darauf zurtickzufihren sein, dass etwas mehr freies Ubiquitin in die
Reaktion eingebracht wurde als in den anderen Proben. Jedoch ist auch eine effekti-
vere Polyubiquitinierung bei dieser, nur Lysin48-verknupfbaren Ubiquitinvariante
durchaus denkbar. Anscheinend ist die Anwesenheit dieses einzelnen Lysins an Po-
sition 48 genugend, um eine starke Ubiquitinkettenbildung durch Ubc7 und Hrd1 zu
ermoglichen. Eine Ubiquitinvariante, die nur dieses eine erforderliche Ubiquitn auf-

weist, kdnnte daher eventuell besser und schneller verknupft werden als zum Bei-
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spiel Wildtyp-Ubiquitin. Somit kann festgehalten werden, dass flr eine in vitro Po-
lyubiquitinierungsreaktion von Ubc7 und Hrd1 das Lysin 48 im Ubiquitin sowohl not-
wendig als auch ausreichend ist und demzufolge alle derart produzierten Ubiquitin-

ketten auf eine K48-VerknlUpfung zurtickgehen.

Flag-
A Ahrd1 AUb AE1  Ub  Ub K480 K48R K11o K63R
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B Acuel AUb AE1 Ub Ub K480 K48R K11o KB63R
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Abbildung 14: Ubc7 formt Ubiquitinketten durch Verkniipfung der Ubiquitinmolekiile an ei-
nem spezifischen Lysin. In vitro Ubiquitinierungsreaktionen mit Ubc7 sowie Cue1 oder/und Hrd1
unter Verwendung unterschiedlicher Lysinmutanten des Ubiqutin. Inkubation der Ansatze fir 20 min
bei 30 °C. Analyse der Proben nach Erhitzen in DTT-haltigem Probenpuffer. A: Reaktion von Ubc7 mit
Hrd1. B: Ubiquitinkettenbilung durch Interaktion von Ubc7 mit Cue1. C: Polyubiquitinierung durch das

Zusammenspiel von Ubc7, Cue1 und Hrd1.
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Wie bereits in Abbildung 5A dargestellt wurde, kann Ubc7 in vitro, auch in Abwesen-
heit einer Ligase, allein durch Wechselwirkung mit Cue1 Ubiquitinketten synthetisie-
ren. Die Frage, ob Ubc7 als Heterodimer mit Cue1 eine von der K48-Verknupfung
abweichende Ubiquitinkonjugation erzeugt, kann aufgrund folgenden Experimentes

verneint werden.

Analog zu dem vorherigen Versuchsaufbau wurden die in Abbildung 14B gezeigten
Reaktionen nur mit Hilfe von Ubc7 und Cue1, in Abwesenheit von Hrd1 durchgeflhrt.
Die Ergebnisse der Einzelreaktionen entsprechen im Wesentlichen den Resultaten
der Polyubiquitinierung durch Ubc7 und Hrd1. Wahrend fur die K110- und die K48R-
Ubiquitinvariante keine Kettenbildung erkennbar ist, weisen die Reaktionen mit WT-
Ubiquitin, der Flag-epitopmarkierten Variante sowie der K48o und K63R-Variante
nachweisbare Signale fur eine Ubiquitinkonjugation (zwei bis 3 Ubiquitinmolekule)
auf. Wiederum ist die hochste Polyubiquitinierungsaktivitat in der Reaktion mit der
K48o-Ubiquitinvariante zu finden. Gemeinsam mit Cue1 synthetisiert Ubc7 also
ebenso Lysin48-verknupfte Ubiquitinketten wie bei dem Zusammenspiel mit Hrd1.
Auch eine massenspektrometrische Analyse einer in vitro Ubiquitinierungsreaktion
mit Ubc7 und Cue1 ergab, dass etwa 98% der detektierten verzweigten Ubiquitin-
Peptide durch eine kovalente Bindung des C-Terminus von Ubiquitin auf das Lysin an
Position 48 eines weiteren Ubiquitinmolekills zustande kamen. Verknipfungen Uber

K6 oder K11 wurden zu jeweils etwa 1% gemessen.

Dieses Bild bleibt bestehen, wenn alle drei Interaktionspartner gemeinsam in eine
Ubiquitinierungsreaktion eingesetzt werden (Abb. 14C). Die stimulierende Wirkung
von Cue1 und Hrd1 auf die Ubiquitinierungsaktivitat von Ubc7 resultiert in vermehrt
gebildeten hohermolekularen Ubiquitinketten, die in diesem Versuchsansatz deutlich
besser zu detektieren sind als in den Reaktionen von Ubc7 mit Cue1 oder Hrd1 al-
lein. Dies hat jedoch keinen Einfluss auf die Art und Weise, wie die Ubiquitinmolekile
miteinander verknUpft werden. Das Lysin an Position 48 des Ubiquitin ist auch hier
die bevorzugte bzw. nahezu einzige zur Konjugation der Ubiquitinmolekule verwen-

dete Aminosaure.
2.13 Versuche einer in vitro Substratubiquitinierung

Trotz dieses relativ eindeutigen Ergebnisses bleibt ein Aspekt ungeklart. Die in vivo-
Beobachtungen haben eine Notwendigkeit der Cue1CUE-Domane fir den Abbau

einer bestimmten Subpopulation von Substratproteinen gezeigt. Konnte es daher
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sein, dass die Interaktion eines speziellen Substrats mit der Ligase und dem eben-
falls daran gebundenen Ubc7-Cue1-Heterodimer den Komplex so verandert, dass
Ubc7 zu Konjugation verschieden verknUpfter Ubiquitinketten angeregt wird? Zwar
wurden Versuche unternommen, ein Substratprotein in die in vitro Ubiquitinierungs-
reaktion einzubringen, jedoch blieben diese Proteine nach Inkubation mit den Reak-
tionspartnern unkonjugiert. Das heilt, es konnten keine Ubiquitinketten auf den
Substraten nachgewiesen werden. Weder natives noch hitzedenaturiertes CPY, BSA
oder RNaseA wurden in einer Reaktion mit Ubc7, Cue1 und Hrd1 modifiziert. Auch
der I6sliche Teil von Ubc6 oder aufgereinigtes Deg1-cNLS-GFP-GFP-Hisg wurden
nicht durch Inkubation mit Ubc7, Cue1 und Doa10 ubiquitiniert. Es musste jedoch
auch die Mdglichkeit miteinbezogen werden, dass Ubc7 die Substrate nicht de novo
ubiquitiniert, sondern nur auf bereits monoubiquitinierte Proteine kettenverlangernd

wirkt.

Bei den eingangs beschriebenen in vitro Ubiquitinierungen, ohne Zugabe eines Sub-
stratproteins, ubiquitinierte Ubc7 lediglich ein anderes Ubiquitinmolekul, das entwe-
der als Monomer oder aber als letztes Glied einer Ubiquitinkette vorlag. Theoretisch
sollte Ubc7 also auch ein monoubiquitiniertes Protein polyubiquitinieren kdnnen. Eine
Fusion aus dem Doa10-abhangigen Substrat Deg1-cNLS-GFP-GFP-Hisg und einem
Ubiquitin sollte den Beleg dafiir liefern. In Abbildung 15 sind hierzu zwei in vitro

Ubiquitinierungsreaktionen dargestellt.

Beide Reaktionen enthielten sowohl Ubc7, Cue1, Doa10 und freies Ubiquitin. Der
ersten Reaktion wurde zusatzlich Deg1-cNLS-GFP-GFP-Hiss (pUL 063), der zweiten
die Fusion Deg1-cNLS-GFP-Ub-Hiss (pUL 067) zugesetzt. Im Immunblot gegen das
zugegebene Ubiquitin sind fur beide Reaktionen neben Ubiquitin-Monomeren und —
Dimeren auch Ubiquitinketten sichtbar. Leider scheint es sich hierbei erneut um
Jfreie® Ubiquitinketten zu handeln. Der Immunblot zum Nachweis des GFP-
fusionierten Deg1-Substrats zeigt sowohl fur die nicht-Ubiquitin-fusionierte Form als
auch fur die Ubiquitinfusion keine Signale, die der Anheftung eines weiteren
Ubiquitinmoleklls zugeordnet werden kénnten. Das mit * gekennzeichnete, im Im-
munblot erkennbare Signal oberhalb des Deg1-Substrats ist nachweislich kein Resul-
tat der in vitro Ubiquitinierungsreaktion sondern wahrscheinlich ein Artefakt der hete-
rologen Expression in E. coli bzw. der Proteinaufreinigung. Die Konzentration und die
unterschiedliche Affinitat des freien Ubiquitin und des Ubiquitin-Fusionsproteins zum

E1 und E2 kénnten die Ursache flr eine fehlende Ubiquitinierung auf dem Deg1-
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cNLS-GFP-GFP-Ub-Hisg sein. Moglicherweise ist die Affinitat des relativ groRRen
Deg1-Ubiquitin-Fusionsproteins zum Ligasekomplex deutlich geringer als die der
freien Ubiquitinmolekile. Dann musste eine wesentlich hdhere Menge des Fusions-

proteins eingesetzt werden, um einen Effekt beobachten zu kénnen.

Ubc7

Cue1

Doa10
Deg1-GFP
Deg1-GFP-Ub - +

+
+
+

+ + + +

 —
Deg1-GFP-Ub ¥ )-“'GFP
Deg1-GFP Jom- i

U, - | G Flag (Ub)

Abbildung 15: Ubiquitinierung von Deg1-cNLS-GFP-GFP-Hisgs bzw. Deg1-cNLS-GFP-GFP-

Ub-His¢ in vitro. Reaktion der aus E. coli aufgereinigten Deg1-Fusionen mit Ubc7, Cue1 und Doa10

sowie Flag-Ub. Inkubation der Proben fir 15 min bei 30 °C. * zeigt die durch die Aufreinigung der

Deg1-Fusionsproteine bedingten zusatzlichen Signale fir die jeweiligen Proteine an.

Ein weiteres Hindernis kdonnte die generelle Bindung eines Substrats durch die
Ubiquitinligasen darstellen. Wie bereits erklart, wurden die Ligasen in E. coli ohne
ihre jeweiligen Transmembranbereiche exprimiert. Wenn die Substratproteine nicht
im Bereich des RING-Fingers mit der Ligase interagieren, werden sie als Folge des-
sen in einer in vitro Reaktion auch nicht ubiquitiniert. Eine andere Mdoglichkeit, den
Ubiquitinierungsprozess am Doa10-Ligase-Komplex naher zu betrachten, bietet das
Protein Ubc6. Dieses ist nicht nur ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym der Doa10-
Ligase sondern gleichzeitig ein Substratprotein, welches in Abhangigkeit der katalyti-
schen Aktivitat von Ubc6 und Ubc7 polyubiquitiniert und anschlieRend abgebaut wird.
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Um jedoch die Ubiquitinierung von Ubc6, als Substrat, durch Ubc7, Cue1 und Doa10
untersuchen zu konnen, musste festgestellt werden, wie sich das Protein als
Ubiquitin-konjugierendes Enzym an der Ligase verhalt. Hierzu wurde zunachst eine
in vitro Ubiquitinierung mit Doa10 und Ubc6 bzw. der katalytisch inaktiven Variante,
C(87)S, von Ubc6 betrachtet (Abb. 16A). Wie erwartet, zeigen Doa10 und
Ubc6C(87)S allein und in Kombination keinerlei Ubiquitinierungsaktivitat. Eine Reak-
tion von aktivem Ubc6 mit Ubiquitin offenbart hingegen, dass durch E1 aktiviertes

Ubiquitin mit Ubc6 wechselwirkt und auf Ubc6 kovalent verknUpft wird.

Wie im a-Ubc6-Immunblot erkennbar, erzeugt die Interaktion des Ubiquitin mit Ubc6
eine Konjugation eines einzelnen Ubiquitin auf Ubc6. Diese ist stabiler als eine Thio-
esterbindung, da eine Behandlung der Proben mit DTT-haltigem Probenpuffer keinen
Verlust des Signals der Ubc6-Ubiquitinverbindung bedeutet. Auch im ao-Flag-
Immunblot ist das Signal fur eine Ubc6-Ubiquitinverknipfung deutlich nachweisbar.
Die Zugabe von Doa10 andert an dieser Reaktion anscheinend nichts. Es findet we-
der eine Synthese von freien oder konjugierten Ubiquitinketten statt, noch wird

Doa10 mit Ubiquitin modifiziert.

AEA1
A B Ubct + + + + +
Ubef - # - - Ubc? - -+ o+ -
Ubc6 C(87)S - - + - + Cue1 - = + ¥
Doa10 # - = H# H Doa10 - f - +

175 kDa—
80 kDa —

58 kDa —

46 kDa —
S — —— Ubc6-Ub

30 kDa —

25 kDa — a-Flag (Ub)

17 kDa —

a-Flag (Ub)

7 kDa —

46 kDa —

30 kDa — s 5 UbcB-Ub
25kDa — '
. a-Ubcé
17 kDa —+
3 { a-Ubc6
a-Doa10 Ubcs-Ub - o~
7kDa y - Ubct
N

Abbildung 16: Ubiquitinierungsaktivitiat des Ubc6 in vitro und dessen Verhalten als Substrat-

protein. A: Ubiquitinierungsreaktion von Ubc6 oder dessen katalytisch inaktiver Variante C(87)S in Ab-
und Anwesenheit von Doa10. Inkubation im Reaktionspuffer fir 15 min. B: Ubiquitinierung in Reaktio-

nen mit aktivem Ubc6 als E2-Enzym oder Substrat. 20 min Inkubation.
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Anscheinend beeinflusst der Doa10-RING-Finger die Aktivitat von Ubc6 in diesem
Versuch in keiner Weise. Dies konnte erneut auf die fehlende Co-Lokalisierung bei-
der Enzyme zuruckzuflihren sein. Ubc6 als Ubiquitin-konjugierendes Enzym sollte
zwar mit dem RING-Finger der Ligase interagieren, jedoch ist Ubc6 in den Hefezellen
durch seinen eigenen Transmembrananker in der ER-Membran und somit in raumli-
cher Nahe zu Doa10 lokalisiert. Diese Konzentration der beiden Proteine an einer
Membran fehlt in der in vitro Reaktion. Somit kann weder eine Aussage uUber die Akti-
vitat von Ubc6 mit Doa10 getroffen werden, noch kann Ubc6 als Substrat in einer
Ubiquitinierungsreaktion mit Ubc7 und Cue1 an der Doa10-Ligase untersucht wer-
den. Tatsachlich bleibt Ubc6 in einer Reaktion mit Cue1 und Ubc7 und auch nach
zusatzlicher Zugabe von Doa10, wie im a-Ubc6-Immunblot der Abbildung 16B dar-
gestellt, bis auf die Auto-Monoubiquitinierung unmodifiziert. Ein Immunblot gegen das
eingesetzte epitopmarkierte Ubiquitin weist erneut die Ubc6-Ubiquitin-Verknlpfung
auf sowie die freien Ubiquitinketten, die aus der Reaktion von Ubc7 mit Cue1 und

Doa10 hervorgehen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass weder Deg1-GFP oder eine
Ubiquitinfusion dieses Proteins, noch Ubc6 als Substrat zur Untersuchung der
Ubiquitinierungsvorgange an der Doa10-Ligase geeignet sind, vermutlich, da keine
ausreichende Interaktion der Substrate mit dem Ligasekomplex erreicht wird. Aus
diesem Grund kann nicht geklart werden, ob die Cue1-CUE-Domane in vivo eine
funktionelle Bedeutung bei der Ubiquitinierung und dem Abbau spezieller Substrat-

proteine hat.
2.14 Ubc6 verknupft Ubiquitinmolekiile Uber das Lysin an Position 11

Eine Frage, die sich aus den eben gezeigten Experimenten ergibt, zielt auf die Inter-
aktion des Cue1-Ubc7-Heterodimers mit der Ligase und Ubc6. Wenn Cue1 und Ubc7
in Wechselwirkung mit den ERAD-Ligasen effektiv und ausreichend lange Po-
lyubiquitinketten produzieren konnen, wieso ist fur den Doa10-abhangigen Abbau
von Substratproteinen auch Ubc6 unbedingt erforderlich? Es wurde beobachtet, dass
die Ubiquitinketten, die Cue1 und Ubc7 zusammen mit Doa10 bilden, klirzer sind als
die Ubiquitinketten, die durch Hrd1 geformt werden. Ein bereits angefuhrter Grund
konnte die verschiedene Lange der Ligasekonstrukte sein. Es ware aber auch mog-
lich, dass Ubc6 an der Doa10-Ligase bendtigt wird, um die Ketten weiter zu verlan-
gern, obwohl die durch Ubc7 gebildeten Ubiquitinketten eigentlich schon ein hochmo-

lekulares Niveau erreichen. Welche Funktion also hat Ubc6 an der Doa10-Ligase?
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Wie in den Abbildungen 16A und 16B gezeigt, konjugiert Ubc6 in vitro nur ein
Ubiquitinmolekdl auf sich selbst. Bei sehr langen Inkubationszeiten der Reaktionen
mit Ubc6 und entsprechend langer Exposition eines Rdntgenfilms auf dem Immunblot
werden aber auch Diubiquitinverbindungen auf Ubc6 erkennbar (Abb. 17). Dass
Ubc6 die Ubiquitinmolekule auf sich selbst konjugiert, konnte am Fehlen eines ada-
quaten Substratproteins liegen. Jedoch konnte auch eine Bildung von freien
Ubiquitinketten nach der verlangerten Inkubationszeit nachgewiesen werden. Die
Annahme einer multiplen Monoubiquitinierung bestatigte sich nicht, da unter Ver-
wendung verschiedener Ubiquitinvarianten in einigen Reaktionen keine Signale fur
eine Mehrfachubiquitinierung festzustellen sind. Bei einer multiplen Monoubiquitinie-
rung, bei der keine Ubiquitinketten gebildet werden, hatten Mutationen der Lysine in
Ubiquitin keinen Effekt.

Die Abbildung 17 zeigt eine Ubc6-abhangige Bildung von Oligoubiquitin sowohl fur
Wildtyp-Ubiquitin als auch fur die K48R und K110-Variante, wahrend bei Verwendung
des K48o-Ubiquitins keine Konjugation von Ubiquitinmolekllen detektierbar ist. Of-
fensichtlich synthetisiert Ubc6 keine K48-verknupften Ubiquitinketten. Es ist aber in
der Lage Ubiquitinmolekule aufeinander zu konjugieren, bei denen nur das Lysin an
Position 11 vorhanden ist. Es ist also wahrscheinlich, dass Ubc6 Ubiquitinmolekile in
einer Lysin11-abhangigen Weise miteinander verbindet. Verknipfungen tUber weitere
Lysinreste sind jedoch nicht vollstandig auszuschliel3en, da die hierfur notwendigen
Ubiquitinvarianten nicht getestet wurden. Die Ubc6-abhangige Verknupfung der
Ubiquitinmolekile Uber Lys11 steht im Gegensatz zu der fur Ubc7, Cue1 und Hrd1
gezeigten Aktivitat, durch die ausschlieBlich K48-verknlpfte Ubiquitinketten syntheti-
siert werden. Es ist denkbar, dass Ubc6 in vivo durch eine Interaktion mit der Doa10-
Ligase, welche in vitro nicht erreicht wurde, in seiner Aktivitat ebenso stimuliert wird
wie Ubc7 durch die Wechselwirkung mit den Ligasen. Ungewiss bleibt jedoch, ob die
gebildeten Ubiquitinketten in vivo tatsachlich auf ein Substratprotein Ubertragen wer-
den oder ob K11-verknUpfte Ubiquitinketten am Doa10-Ligasekomplex einen anderen
Zweck erfullen. Dies konnte nur durch die massenspektrometrische Analyse eines

aus Zellen aufgereinigten Substratproteins geklart werden.

Ubc6 und Ubc7, die Ubiquitin-konjugierende Enzyme der Doa10-Ligase, unterschei-
den sich in ihrer Aktivitat und der Art der durch das jeweilige E2 gebildeten Ubiquitin-
ketten. Es bleibt die Frage, aus welchem Grund die Aktivitat beider E2-Enzyme flr

den Substratabbau erforderlich ist. In zahlreichen Veréffentlichungen wurde bereits
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beschrieben, dass K48-polyubiquitinierte Substratproteine bevorzugt durch das 26S
Proteasom abgebaut werden. Daher musste die Ubiquitinierung von Proteinen durch
Ubc7 fur deren Abbau gentigen. Welche Rolle spielt also Ubc6 bei der Ubiquitinie-
rungsreaktion und welchen Zweck erfullen konjugierte K11-verknupfte Ubiquitinket-
ten? Ware es mdglich, dass Ubc6 und Ubc7 am Doa10-Ligasekomplex gemischte
Ubiquitinketten synthetisieren? Eine derartige Reaktion war in den in vitro Ansatzen
nicht erkennbar (Abb. 16B). Die konnte aber mit der mangelnden Interaktion von

Ubc6 mit der Ligase erklart werden.

Flag-
Ub Ub K48R K11o K480 Aubc
TRy R, L

Ubc6-Ub,
Ubc-Ub

Ubcé

Ub

Ub,

Ubg
(langere Exposition)

Ub,

Ub

Abbildung 17: Ubiquitinverkniipfung durch Ubc6 in vitro. Inkubation von Ubc6 mit den ange-
zeigten Ubiquitin-Varianten fur 40 min. Aufbereitung der Proben flir die SDS-PAGE und Immunoblot-
ting in DTT-haltigem Probenpuffer.

Alternativ konnten beide Enzyme nacheinander auf das Substrat wirken. Die in vitro
Reaktionen mit Ubc7 zeigten, dass dieses E2 sehr effektiv freies Ubiquitin fur die
Synthese einer Ubiquitinkette verwenden kann. Eine Schlussfolgerung daraus war
eine eventuell kettenverlangernde Aktivitat des Ubc7. Die initiale Monoubiquitinierung
eines Doa10-Ligase-Substrats konnte demnach von Ubc6 durchgefuhrt werden. Da-
gegen spricht das alleinige Wirken von Ubc7 am Hrd1-Ligase-Komplex, bei dem kein

zweites Ubc-Enzym flr den Proteinabbau bendtigt wird.
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2.15 Ubc6 und Ubc7 binden unabhangig voneinander an Doa10

Falls Ubc6 und Ubc7 gleichzeitig an Doa10 wirken wirden, musste fur beide Enzyme
eine separate Bindungsstelle an Doa10 vorhanden sein. Bei einer sequenziellen Ak-
tivitat der E2s genulgt eine Bindestelle an der Ligase fur einen Ubiquitinierungsvor-
gang. In letzterem Fall kdnnte eine Uberexpression des einen Enzyms zu einer Ver-
drangung des jeweils anderen Enzyms fUhren. Um diese Idee zu testen, wurden in
einem Hefestamm mit myc-epitoparkiertem Doa10 entweder UBC6 (pTXO008,
pJU285) oder CUE1/UBC7 (pJU267, pJU379) oder alle drei Gene (pJU220, pJU287)
von einem 2p-Plasmid Uberexprimiert. Die linke Halfte der Abbildung 18A zeigt die
Menge der entsprechenden synthetisierten Proteine, die aus solubilisierten Membra-
nen gewonnen wurde. Die Menge von Ubc6 ist sowohl in einem Aubc7-
Stammaufgrund des verminderten Ubc6-Abbaus, erhoht als auch in den Stammen, in
denen UBC6 vom Plasmid Uberexprimiert wird. Auch die Uberexpression von UBC7
ist erkennbar, wenn auch schwécher als die UBC6 Uberexpression. Eine Erhéhung
der Ubc7-Menge ist nur durch die gleichzeitige vermehrte Synthese des stabilisie-
renden Co-Faktors Cue1 moglich, weshalb CUET stets mit UBC7 co-exprimiert wur-
de. Die Doa10-, Ubx2- und Cdc48-Mengen scheinen in allen Stdmmen nahezu
gleich. Bei der in der rechten Halfte der Abbildung dargestellte Immunprazipitation
von 13x-myc-epitopmarkiertem Doa10 in den angezeigten Uberexpressionstdmmen
offenbart sich eine unerwartete Co-Praziptation der ligaseassoziierten Proteine. In
den Hefestammen mit UBC6-Uberexpression, auch bei zusatzlicher Uberexpression
von UBC7/CUET1, interagiert mehr Ubc6 mit der Ligase als in einem Wildtyp-Stamm.
Eine Deletion von ubc?7 flhrt ebenso zu einer verstarkten Wechselwirkung von Ubc6
mit Doa10. Dies kann einerseits an der Stabilisierung von Ubc6 liegen, welche zu
einer generell hoheren Ubc6-Menge an der ER-Membran fuhrt, es kdnnte aber auch
die fehlende Konkurrenz mit Ubc7 sein, die eine starkere Bindung von Ubc6 an die
Ligase fordert. Die nach Uberexpression von UBC7/CUE1 detektierbare Interaktion
des Ubc7 mit Doa10 ist schwer zu interpretieren. Sowohl in Wildtyp-Zellen, in trans-
formierten Zellen mit leerem Uberexpressionsplasmid (Vektor) als auch in einem
ubc6-Deletionsstamm sind etwa vergleichbare Mengen von Ubc7 an der Ligase. Er-
staunlicherweise fihrt auch eine Uberexpression von UBC6 nicht zu einer schwache-
ren Ubc7-Bindung, was gegen eine gegenseitige Verdrangung der beiden Ubiquitin-
konjugierenden Enzyme spricht. Darlber hinaus flihrt anscheinend die Uberexpres-
sion von UBC7/CUET1 selbst, in An- oder Abwesenheit von Uberexprimiertem UBCS6,
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zu einer Reduktion der Ubc7-Megen an der Doa10-Ligase. Dies erscheint wenig lo-

gisch und kann auch in diesem Zusammenhang nicht erklart werden.

Wahrend die Mengen des Cdc48-rekrutierenden Proteins Ubx2 unter den verschie-
denen Bedingungen an der Ligase nur wenig differieren, sind bei der Lokalisierung
von Cdc48 selbst deutliche Unterschiede zu erkennen. In Wildtyp-Zellen, nach Trans-
formation der Hefen mit dem Leervektor und bei Uberexpression von UBC6, und
UBC7/CUE1 zusammen sind vergleichbare Mengen Cdc48 am Ligasekomplex de-
tektierbar, was auf eine ahnliche Ubiquitinierungsaktivitat in diesen Hefestammen
hindeutet. Im ubc7 Deletionsstamm hingegen ist kein Cdc48 mehr an Doa10 detek-
tierbar. Anscheinend fuhrt bereits der Verlust der Lysin48-abhangigen Substra-
tubiquitinierung durch Ubc7 zur Inhibierung der Cdc48-Rekrutierung. Ganz anders
verhalt sich Cdc48 in einem Aubc6-Stamm. Offenbar begunstigt die Deletion von
ubc6 gar die Rekrutierung des Cdc48 an die Ligase. Dies zeigt deutlich, dass nur die
Aktivitat von Ubc7, nicht aber die des Ubc6 fur eine Cdc48-Lokalisierung an Doa10
und somit flr das Herausldsen der Substratproteine aus dem Membran-gebundenen

Komplex erforderlich ist.

Erstaunlicherweise hat die Uberexpression von UBC6 den gleichen Effekt auf Cdc48,
wahrscheinlich aus dem Grund, dass, wie gezeigt, bei UBC6-Uberexpression auch
mehr Ubc7 mit der Ligase wechselwirkt. Jedoch auch eine mehrfach verstarkte Ex-
pression von UBC7/CUE1, die zu einer Reduktion der Ubc7-Mengen an der Ligase
fuhrt, zeigt im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle leicht erhdhte Cdc48-Mengen an
der Ligase. Eine sinnvolle Interpretation des Resultats ist an dieser Stelle nicht mog-
lich. Es scheint als wiirde sowohl die Deletion von ubc6 und ubc7 als auch die Uber-
expression der beiden Ubiquitin-konjugierenden Enzyme ein Ungleichgewicht in der
Zusammensetzung der Ligase hervorrufen, welches aber weder auf eine Konkurrenz
der E2s schliel3en lasst, noch eine erklarbare Abhangigkeit der Proteinverhaltnisse
aufzeigt. Teilweise sind die Resultate auch deshalb schwer zu interpretieren, weil
Ubc6 als Teil des Ligasekomplexes selbst durch die Ubc7-Aktivitat ubiquitiniert und
somit fur den Abbau markiert wird. Eine Inhibition der katalytischen Aktivitat der Liga-

se, die auch den Ubc6-Abbau blockiert, konnte daher deutliche Resultate liefern.
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A solubilisierte Membranen IP: myc (Doa10)
UBC6 UBC6
CUE1 CUE1 CUE1 CUE1
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a-myc
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a-Ubc7
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a-Cdc48
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Abbildung 18: Bindung von Ubc6 oder Ubc7 an Doa10 bei gleichzeitiger Deletion oder Uber-
expression des jeweils anderen E2. Immunprazipitation von N-terminal 13xmyc-epitopmarkiertem
Doa10 oder dessen katalytisch inaktiver Variante C(93)S aus Digitonin-solubilisierten Membranen
aquivalenter Hefezellmengen. A,C: Uberexpression von Ubc6 oder/und Cue1/Ubc7 von einem 2u-
Plasmid. C (unterer Ausschnitt): Cue1 und Ubc7 verhalten sich in Bezug auf die Ligasebindung ver-

schieden.
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In friheren Versuchen wurde festgestellt, dass die Punktmutation C(93)S im Doa10-
RING-Finger zwar die Ubiquitinierungsaktivitat am Ligasekomplex unterbindet, die
Ubiquitin-konjugierenden Enzyme aber trotzdem mit der Ligase wechselwirken. In
den abgebildeten Immunprazipitationsexperimenten (Abb. 18B, C) wurde erneut je-
weils Doa10 bzw. dessen katalytisch inaktive Mutante mit Hilfe des myc-Epitops ge-
fallt.

Der in Abbildung 18B dargestellte Versuch zeigt das Verhalten der E2s in verschie-
denen Deletionsstammen. Der Nachweis der ligaseassoziierten Proteine aus den
solubilisierten Membranen vor der Immunprazipitation lasst bereits erkennen, dass
Ubc6 in der doa710C(93)S-Mutante (CS) im Vergleich zum Wildtyp an der Membran
stabilisiert ist. Eine zusatzliche Deletion von ubc7 ruft keine weitere Stabilisierung des
Ubc6 hervor. Die Cue1-Mengen an der Membran sind in den Stdmmen, in denen
ubc7 deletiert wurde, leicht reduziert. Anscheinend spielt die Anwesenheit von Ubc7
auch eine geringe Rolle fur die Stabilitat des Co-Faktors. Die Mengen von Ubx2 sind
wiederum unverandert, wahrend das Vorhandensein von Cdc48 in den ubc7-
Deletionsstammen, verglichen mit der dem WT und der doa10C(93)S-Mutante ver-
ringert ist. Dies lasst sich durch die Reduktion des Cdc48 am Hrd-Ligase-Komplex
erklaren, dessen Ubiquitinierungsaktivitat zwar nicht durch die Mutation in doa10,

wohl aber durch die Deletion des ubc7 beeinflusst ist.

Die Interaktion von Cdc48 mit der Doa10-Ligase, durch die Immunprazipitation von
myc-Doa10 sichtbar gemacht, ist im DOA70-Wildtyp-Stamm am starksten, da nur
hier eine effektive Ubiquitinierung der Substrate stattfindet. Katalytische Inaktivierung
der Ligase wie in der doa710C(93)S-Mutante resultiert in einer verminderten Rekrutie-
rung von Cdc48 an den Ligase-Komplex. Die zusatzliche Deletion von ubc6 hat, wie
bereits im vorherigen Versuch geschildert, keine Auswirkungen auf diesen Zustand.
doa10C(93)S-Mutanten in denen ubc7 deletiert wurde, weisen nahezu kein Cdc48
mehr an er Ligase auf, und in Aubc6/Aubc7-Doppelmutanten ist die Cdc48-Bindung
an die Ligase nicht detektierbar. Eine in vitro nachgewiesene, ,autonome® Ubiquiti-
nierungsaktivitat des Ubc7 mit Cue1 konnte der Grund fur die partielle Rekrutierung
von Cdc48 an den Ligasekomplex in der doa10C(93)S-Mutante sein. Die raumliche
Nahe eines an Doa10 gebundenen Substrats zu Ubc7 wirde somit fur eine sehr ge-

ringe K48-abhangige Ubiquitinierung und Cdc48-Rekrutierung ausreichen.

Ubc7 bindet an Wildtyp-Doa10 und die Doa10-C(93)S-Variante in vergleichbarer
Starke. Auch die Deletion von ubc6 hat keinen Einfluss auf das Bindungsverhalten
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von Ubc7. Umgekehrt ist die Interaktion des Ubc6 mit Doa10 in der doa10C(93)S-
Mutante aufgrund der Ubc6-Stabilisierung in diesem Stamm starker als unter Wildtyp-
Bedingungen. Eine gleichzeitige Deletion von ubc7 in der doa10C(93)S-Mutante be-
einflusst die Ubc6-Bindung nicht zusatzlich. Die Kompetition der beiden E2s um eine
Bindungsstelle konnte daher nicht gezeigt werden. Beide Ubiquitin-konjugierenden
Enzyme binden folglich unabhangig voneinander und Uber separate Bindestellen an

den Ligasekomplex.

Ahnlich sieht es auch bei der Uberexpression von UBC6 oder UBC7/CUE1 in
doa10C(93)S-Zellen aus (Abb. 18C). In den Stammen, in denen UBC6 Uberexpri-
miert ist und mehr Ubc6 an der ER-Membran vorliegt (linke Seite der Abbildung), in-
teragiert auch mehr Ubc6 mit der Doa10C(93)S-Variante (rechte Seite der Abbil-
dung), unabhangig davon, ob Ubc7 und Cuel ebenfalls verstarkt synthetisiert wird
oder nicht. Die Uberexpression von UBC7/CUET1 fiihrt an der Ligase nur zu einer
leicht erhéhten Bindung von Cue1, wahrend die Ubc7-Mengen an Doa10C(93)S im
Vergleich zu Zellen mit normaler Cue1 und Ubc7-Synthese (Vektor-Probe) stabil blei-
ben. Auch die Uberexpression von UBC6 andert nichts am Interaktionsverhalten von
Ubc7 und Cue1 mit der Ligase, was die voneinander unabhangige Bindung der bei-
den Ubiquitin-konjugierenden Enzyme nochmals bestatigt. Diese Befunde unterstut-
zen die Annahme, dass Ubc6 und Ubc7 gleichzeitig auf die Substratubiquitinierung

an der Doa10-Ligase wirken und nicht nacheinander.

2.16 Ubc6 und Ubc?7 sind an der Synthese der substratkonjugierten
Ubiquitinketten beteiligt

Doch welchen Beitrag leistet jedes der Enzyme jeweils an der Ubiquitinierung? Wenn
man davon ausgeht, dass Lysin48-verknlpfte Ubiquitinketten die Schlusselrolle bei
der Erkennung des Substratproteins am Proteasom spielen, sollte das Substrat
durch Ubc7 quantitativ starker mit Ubiquitin modifiziert werden als durch Ubc6. Um
diese Uberlegung zu prifen, wurden rpt4R-Hefezellen verschiedener Deletions-
stamme mit dem Doa10-abhangigen ERAD-Substratprotein Deg1-fGal, einer Fusion
aus Deg1 und B-Galaktosidase, transformiert. Wie in Abbildung 19 dargestellt, ist die
Synthese des Fusionsproteins im Gesamtzellextrakt, (Lysat, a-pGal-Immunblot), trotz
Inhibierung des proteasomalen Abbaus in den rpt4R-Mutanten, relativ schwach. In
den Stdmmen mit einer Deletion von ubc6 und ubc7 oder einer Deletion von doa10
sind deutlichere Signale fur Deg1-pGal sichtbar, die auf eine unerwartete zusatzliche

Stabilisierung von Deg1-fGal in den rpt4R-Zellen zuruckzufuhren sind Dies wider-
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spricht jedoch auch den Befunden, dass bereits die Einzeldeletionen von ubc6 oder

ubc7 zum nahezu vollstandigen Verlust des Substratabbaus flhren.

Lysat IP: pGal (Deg1)
Aub Aué

rpt4R @ wt Au6 Au7 Au7 Ad10 [] wt Au6 Au7 Au7 Ad10

Deg1-pGal

E | | Deg1-pGal-Ub,
175 kDa otp n

= Deg1-pGal
80kDa — b

a-Ub

Abbildung 19: Ubiquitinierung auf Deg1-BGal in vivo. Proteasomale rpt4R-Mutanten wurden mit
einem fur Deg1-BGal codierenden Plasmid transformiert. Aufschluss logarithmisch wachsender Zellen
und Immunprazipitation des epitopmarkierten Deg1 durch einen B-Galaktosidase- Antikdrper. Analyse

der Proben mittels Immunoblotting.

Die Menge an freiem und auf Proteinen konjugiertem Ubiquitin ist im Zellysat sehr
hoch. Da der Ubiquitinierungsprozess an der Doa10-Ligase nur einen Bruchteil des
Umsatzes von Ubiquitin in der gesamten Zelle ausmacht, sind fur die verschiedenen
Deletionsstamme im o-Ub-Immunblot keine Unterschiede in der Menge der
Ubiquitinkonjugate im Gesamtzellextrakt erkennbar. Die Aufreinigung des Deg1-BGal-
Fusionsproteins aus dem Hefelysat, mittels eines anti-pGal-Antikorpers, erlaubte die
Untersuchung der Ubiquitinierung eben dieses Substrats (rechte Halfte der Abbil-
dung). Die Signale fur die Deg1-Fusion sind auch nach dessen Aufkonzentrierung
durch die Immunprazipitation im o-pGal-Immunblot schlecht detektierbar. Eine Aus-
sage Uber Deg1-B-Gal-Ubiqiuitinkonjugate kann bei dieser Darstellung daher nicht
getroffen werden. Der Nachweis von Ubiquitin im prazipitierten Material liefert besser

auswertbare Resultate. Neben der diffusen Schwarzung des Rontgenfiims, die aus
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einer Detektion einzelner unterschiedlich stark ubiquitinierter Proteine hervorgeht, ist
auch Deg1-BGal selbst erkennbar. Da eine derart starke Monoubiquitinierung des
Fusionsproteins nicht zu erwarten ist, resultiert dieses Signal wahrscheinlich aus ei-
ner Kreuzreaktion der hier verwendeten Antikorper, wobei das nicht-modifizierte
Deg1-pGal sichtbar gemacht wird. Die Ubiquitinsignale im hohermolekularen Bereich

mussten demzufolge ubiquitinierte Formen des Substratproteins reprasentieren.

Am starksten ubiquitiniert ist Deg1-BGal im Wildtyp-Hefestamm. Die Deletion von
ubc6 fuhrt, wenn Uberhaupt, nur zu einer sehr geringen Abnahme der Ubiquitinie-
rung. Auch in einem ubc7-Deletionsstamm ist eine hohe Menge an ubiquitiniertem
Deg1-pGal detektierbar, wenn auch geringfigig weniger als im ubc6-
Deletionsstamm. Erst die Abwesenheit beider Ubc-Enzyme oder der Doa10-Ligase
resultiert in einer deutlichen Reduktion von ubiquitiniertem Deg1-pGal. Im Umkehr-
schluss bedeutet dies, dass Ubc6 und Ubc7 beide an der Substratubiquitinierung
beteiligt sind, auch wenn Ubc7 wahrscheinlich einen etwas gréferen Anteil der auf

dem Substrat konjugierten Ubiquitinketten synthetisiert.

Dieser Versuch zeigt darUber hinaus, dass Ubc6 oder Ubc7 in Abwesenheit des je-
weils anderen E2 in der Lage sind Polyubiquitinketten zu bilden. Diese Schlussfolge-
rung ist im Einklang mit den Ergebnissen der in vitro Experimente, in denen Ubc7
ohne Zugabe von Ubc6 Ubiquitinketten synthetisieren kann, und auch Ubc6 allein
Ubiquitinmolekile miteinander verknupft (Abb. 5 und 17). Des Weiteren war es nicht
maoglich durch Immunprazipitation eines der beiden Ubc-Enzyme das jeweils andere
Ubc in adaquaten Mengen mit zu fallen (ohne Abbildung). Eine Wechselwirkung von
Ubc6 und Ubc7 findet also allem Anschein nach nicht direkt, sondern lediglich Uber
deren Bindung an Doa10 statt. Eine vielfach vermutete notige Heterodimerisierung
von Ubc6 und Ubc7, bzw. die fUr die effektive Ubiquitinierung erforderliche Bildung
eines Trimers aus Ubc6, Cue1 und Ubc7 wird dadurch unwahrscheinlich.

2.17 Der Abbau von Ubc6 erfordert K27-verknuipfte Ubiquitinketten

Fasst man die bisherigen Erkenntnisse Uber die Ubiquitinierungsvorgange an der
Doa10-Ligase zusammen, so musste man postulieren, dass Doa10-abhangig
ubiquitinierte Substratproteine durch die Aktivitat von Ubc7 sowohl mit Lysin48-
verknlpften als auch, durch die Ubc6-Aktivitat, mit Lysin11-verknlpften Ubiquitinket-
ten versehen sind. Folglich sollte nicht nur die Uberexpression einer Ubiquitin-K48R-

Mutante in den Hefezellen zu einer Stabilisierung von Substratproteinen fuhren. Auch

75



Ergebnisse

die Uberexpression einer K11R-Mutante sollte einen stabilisierenden Effekt zeigen.
Um diese Hypothese zu testen, wurden Wildtyp-Hefezellen mit Plasmiden transfor-
miert, die fur WT-Ubiquitin sowie fur verschiedene Ubiquitinmutanten kodieren und
fur deren Uberexpression sorgen. Zunachst sollte der Abbau von Ubc6 und CPY* in
diesen Zellen untersucht werden. Da fur den Abbau von CPY* an der Hrd1-Ligase
nur Ubc7 notwendig ist und somit wahrscheinlich nur Lysin48-verknUpfte Ubiquitin-
ketten auf CPY* geformt werden, sollte die Uberexpression einer K48R-
Ubiquitinmutante dieses Substrat stabilisieren. Der Abbau von CPY* wurde Uber ei-
nen Zeitraum von zwei Stunden nach Inhibierung der Proteinbiosynthese, durch Be-
handlung der Zellen mit Cycloheximid, verfolgt. Die Ergebnisse sind in der mittleren
Spalte der Abbildung 20A dargestellt. Die in der rechten Spalte der Abbildung gezeig-
ten Signale fUr das stabile Sec61-Protein stammen von demselben SDS-Gel wie die
Signale fur CPY* und dienen der Ladekontrolle. Wie erwartet, wird CPY* in Zellen mit
Kupfersulfalt- (CuSQO,) induzierter WT-Ubiquitin-Uberexpression innerhalb der ersten
80 Minuten abgebaut. Dies trifft ebenfalls fir die induzierte Uberexpression der
Ubiquitinmutanten K6R, K11R, K27R und K63R zu. Ebenfalls erwartungsgemaf sta-
bilisiert die mehrfach verstarkte Expression der Ubiquitin-K48R-Mutante, so dass
auch nach Ablauf der 120 min Beobachtungszeitraum noch eine grof3ere Menge des
CPY* nachgewiesen werden kann. Uberexpression der K48R-Ubiquitinmutante ver-
ringert deutlich die Ubc7-abhangige Bildung von K48-verknupften Ubiquitinketten auf
dem Substratprotein, weshalb dieses nicht mehr der Degradation am 26S Proteasom
zugefuhrt wird. Die Untersuchungen zum Abbau von Ubcb6 liefern erstaunliche Resul-
tate. Die Signale fur dieses Substrat, die ebenfalls demselben SDS-Gel entstammen
wie solche der beiden anderen Proteine CPY* und Sec61, zeigen einen deutlichen
Abbau des Ubc6 nach Uberexpression des WT-Ubiquitins oder der Ubiquitinmutan-
ten K6R, K11 oder K63R. Dies bedeutet, dass weder das Lysin an Position 6, noch
jenes an Position 11 oder 63 des Ubiquitin fur einen Ubc6-Abbau bendtigt werden. Im
Gegensatz dazu, fiihrt nicht nur die Uberexpression der K48R-Mutante sondern auch

die der K27R-Ubiquitin-Mutante zu einer sehr starken Ubc6-Stabilisierung.

Es scheint, als ware die in den in vitro Versuchen nachgewiesene Konjugation von
K11-verknupften Ubiquitinmolekllen auf Ubc6 in einer in vivo Situation fir dessen
Abbau verzichtbar. Stattdessen ist neben der erwarteten Abhangigkeit des Ubc6-
Abbaus von den durch Ubc7 geformten K48-verknlUpften Ubiquitinketten ebenfalls
eine Abhangigkeit von der Synthese K27-verknupfter Ubiquitinmolekule nachweisbar.

Die unterschiedlichen Anforderungen fur den Abbau verschiedener ERAD-Substrate
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werden auch im folgenden Versuch deutlich. An Stelle der R-Ubiquitinmutanten wur-
den Hefezellen nun mit Ubiquitinmutanten transformiert, die jeweils nur noch ein in-

taktes Lysin aufweisen (Konly).
A
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Abbildung 20: Abbau von Ubc6 und CPY* bei Uberexpression verschiedener Ub KR oder Ub
Kony-Mutanten. Transformation eines prc1-1-Hefestamms (CPY*, YTX949) mit verschiedenen
Ubiquitin Uberexprimierenden Plasmiden (KR-Serie: pUB39, pUb192, pUB193, pUb195, pUb115,
pUb197, Konly-Serie: pTX357, pTX358, pTX359, pTX360, pTX 363, pTX 364). Induktion der Uberex-
pression in logarithmisch wachsenden Zellen mit CuSO, fir 3,5 Stunden. Beobachtung des Pro-
teinabbaus tGber 120 min nach Behandlung der Hefezellen mit Cycloheximid. A: Cycloheximid-Abbau-
Experiment nach Expression von Ubiquitin-Mutanten mit Austausch einzelner Lysine zu Arginin (KR).

B: Auswirkung der Uberexpression von Kony-Ubiquitinmutanten auf den Proteinabbau.

Mit Hilfe des gleichen Versuchsaufbaus wie im vorhergehenden Experiment konnte
der Abbau von Ubc6 und CPY* bei Uberexpression dieser Mutanten betrachtet wer-
den (Abb. 20B). Wahrend CPY* nach Uberexpression von Wildtyp-Ubiquitin (UB wt
Konly) erneut nach 80 min nahezu vollstdndig proteolysiert wurde, sind die
Ubiquitinmutanten mit den verbliebenen Lysinen an Position 6,11, 27 und 63 nicht
ausreichend, um CPY* fur den Abbau am Proteasom zu markieren. Einzig die Uber-
expression des K48only-Ubiquitin kann einen CPY*-Abbau, ahnlich dem in WT-
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Zellen, herbeifuhren. Dieses Ergebnis stimmt vollig mit den Resultaten der in vitro
Ubiquitinierung von Ubc7, Cue1 und Hrd1 Uberein. Das Lysin an Position 48 des
Ubiquitin ist demzufolge nicht nur notwendig und genlgend fur die Formierung von
Polyubiquitinketten an diesem Ligasekomplex, sondern es ist auch ausreichend, um
durch die Konjugation der K48-verknupften Ubiquitinketten auf ein Protein, dieses fur

den proteolytischen Abbau vorzubereiten.

Der Ubiquitinierungsprozess an der Doa10-Ligase scheint etwas komplexer zu sein.
Verfolgt man den Ubc6-Abbau, so vermag nur die Anwesenheit von Wildtyp-Ubiquitin
das Substrat erfolgreich fur die Degradation zu markieren. Die Uberexpression aller
untersuchten Konly-Mutanten, auch die von K48only, fihrt zu einer Ubc6-
Stabilisierung. Dies zeigt, dass wahrscheinlich nicht ein einzelnes Lysin, sondern
mehrere Lysine in Ubiquitin fur die zum Abbau fuhrende Ubc6-Ubiquitinierung not-
wendig sind. Als Schlussfolgerung aus der Uberexpression der KR-Ubiquitinmutanten
musste die Mutante KK27,48only ausreichen, um den Ubc6-Abbau zu erlauben, da
sie die erforderliche Bildung von K48- und K27-verknlpften Ubiquitinketten zulasst.
Es galt nun zu Uberprifen, ob die Abhangigkeit des Proteinabbaus von K27-
verknupften Ubiquitinketten ein generelles Phanomen an der Doa10-Ligase ist oder

ob noch andere ERAD-Substratproteine betroffen sind.

2.18 Der Abbau von Substratproteinen an der Doa10-Ligase ist von einer

K11- und K27- Verknupfung der Ubiquitinmolekiile unabhangig

Fir die Untersuchungen zur Abhangigkeit des Substratabbaus von verschiedenarti-
gen Ubiquitinketten, wurde zunachst der Abbau von Hmg2-myc, eines Substrats der
Hrd1-Ligase, in einem Pulse-Chase-Experiment betrachtet (Abb. 21A). Nach Uber-
expression von WT-Ubiquitin oder der K6R-Mutante, sind nach 4 Stunden nur noch
knapp 10% des radioaktiv markierten Hmg2-myc vorhanden. Hingegen fuhrt die De-
letion von cue1 bei gleichzeitiger WT-Ubiquitin-Uberexpression zu einer starken Sta-
bilisierung des Hmg2-myc, so dass nach Ablauf der 4 Stunden noch mehr als 43 %
des markierten Substrats vorliegen. Auch die Uberexpression des K48R-Ubiquitin
stabilisiert Hmg2-myc, wenn auch nicht in der Starke wie die Cue1-Deletion. Zum
Ende des Beobachtungszeitraums sind noch etwa 27 % des Ausgangsmaterials vor-
handen. Ein signifikanter Einfluss der K27R-Ubiquitinmutante kann in diesem Expe-
riment nicht festgestellt werden. Im Vergleich zum Abbau von Hmg2-myc nach WT-

Ubiquitin-Uberexpression ist die Menge des verbliebenen Substratproteins nach
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K27R-Uberexpression nur um 5 Prozentpunkte héher. Von einem eindeutigen Effekt

dieser Mutante kann daher nicht gesprochen werden.
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Abbildung 21: Stabilisierung von ERAD-Substratproteinen durch Uberexpression von KR-
Ubiquitin-Mutanten. A,C: Pulse-Chase-Experimente zur Untersuchung des Abbaus des Hrd1-
abhangigen Substrats Hmg2-myc (A) oder des Doa10-abhangigen Substrats Deg1-pGal (C). Radioak-
tive Markierung der neusynthetisierten Proteine fir 12 min (A) bzw. 8 min (C). B: Wachstumstest von

sec61-2-Mutanten. Nur Zellen mit stabilisiertem Sec61-Protein sind teilungsfahig.
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Sec61 ist eine normalerweise stabile Komponente des Translokationskomplexes, der
einen co- oder post-translationalen Transport von Proteinen aus dem Zytosol in das
Endoplasmatische Retikulum vermittelt. Die temperatursensitive Mutante sec67-2
weist bei einer restriktiven Temperatur von 37 °C einen Defekt bei der Integration des
veranderten Proteins in den Translokationskomplex auf, was zu einer Instabilitat des
Proteins fuhrt. Als Folge dessen wird das Sec61-2-Protein an der Doa10-Ligase,
teilweise auch an der Hrd1-Ligase, ubiquitiniert und proteasomal abgebaut. Der fur
den zellularen Proteintransport so wichtige Transportkanal ist dadurch nicht funktio-
nell. In Wachstumsexperimenten sind sec67-2-Zellen bei einer Inkubation bei 37 °C
daher kaum teilungs- und lebensfahig. Fehlen oder Mutationen von ERAD-
Komponenten, die am Sec61-2-Abbauprozess beteiligt sind, flihren entsprechend zu
einer Stabilisierung des Proteins und dessen verstarktem Einbau in den Translokati-
onskomplex. Dies resultiert in einem erhdhten Zellwachstum und haufigerer Zelltei-
lung. Ein solcher Wachstumsversuch wurde nun auch zur Untersuchung des Sec61-
2-Abbaus herangezogen. Uberexpression bestimmter Ubiquitinmutanten, die den
Abbau des Sec61-2 verzdgern, wirden zu einem verstarkten Zellwachstum fuhren.
Ein solches Experiment ist in Abbildung 21B dargestellt. Wie in den vorherigen Ver-
suchen wurden Hefezellen verschiedener sec67-2-Stamme mit Plasmiden transfor-
miert, von denen WT-Ubiquitin oder die unterschiedlichen Ubiquitinmutanten Uberex-
primiert werden sollten. Die Zellen wurden in jeweils vier 10-fachen Verdinnungen (1
ODgoo bis 1x10™ ODggo) auf SD-Minimal-Selektionsmedium gestempelt und bei ent-
weder 30 °C (permissive Temperatur) oder 37 °C inkubiert. Dabei enthielt das Medi-
um wahlweise kein oder, zur starken Induktion der Ubiquitin-Uberexpression, 100 uM
Kupfersulfat (CuSO,). Zusétzlich zur Uberexpression der Ubiquitinmutanten fiihrt das
Kupfersulfat zu einem milden Stress in den Zellen, weshalb die Unterschiede im

Zellwachstum auf diesen SD-Platten grofder sind.

Bei einer permissiven Temperatur von 30 °C wachsen die Hefezellen in allen unter-
suchten Hefestammen vollig gleich. Auch die Behandlung der Zellen mit Kupfersulfat
bleibt ohne Einfluss. sec67-2-Zellen mit zusatzlicher Uberexpression von Wildtyp-
Ubiquitin (WT-Ub) zeigen eine starke Einschrankung des Wachstums bei 37 °C. Auf
der SD-Platte mit zusatzlichem Kupfersulfat kommt das Zellwachstum nahezu voll-
standig zum Erliegen. Die Deletion von cue? oder ubc6 (Aubc6 + WT-Ub, Acuel +
WT-Ub) fuhrt auf den bei 37 °C inkubierten Platten zu einer vermehrten Zellteilung,
was auf die Stabilisierung des Sec61-2-Proteins zurlckzufuhren ist. Dabei hat die

Deletion von cue1 einen gréleren Effekt als die des ubc6, da Cuel den Proteinab-
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bau an beiden ERAD-Ligasen reguliert, wahrend Ubc6 nur auf die Ubiquitinierung an
Doa10 wirkt.

Die Uberexpression der Ubiquitinmutanten K6R, K11R und K63R in sec61-2-Zellen
(Ub KR) fuihrt wie die Uberexpression von WT-Ubiquitin zu keiner besseren Zellver-
mehrung. Dies bedeutet, dass der Verlust der Fahigkeit, K6-, K11- oder K63-
verknupfte Ubiquitinketten zu bilden, den Abbau des fehlerhaften Sec61 nicht inhi-
biert. Hingegen resultiert die Expression der Ubiquitin K48R- oder K27R-Mutante, mit
und ohne Induktion durch Kupfersulfat, in einer Stabilisierung des Sec61-2-Proteins
und beschleunigtem Zellwachstum. Hierbei ist der Effekt von K48R-Ubiquitin erneut
starker als der des K27R-Ubiquitin. Wie fur den Einfluss des Cue1 und Ubc6 kénnte
dies ein Hinweis auf die Funktion der verschiedenen Ketten an den unterschiedlichen
Ligasen sein. Wahrend K48-verknupfte Ubiquitinketten durch Ubc7 an Hrd1 und
Doa10 gebildet werden, sind K27-verknUpfte-Ubiquitinketten vielleicht nur fur den

Abbau von Doa10-abhangigen Substraten nétig.

Ein weiteres, hier bereits beschriebenes Doa10-Substrat, Deg1-fGal, wurde nun in
einem Pulse-Chase-Experiment auf dessen Abbau bei gleichzeitiger Uberexpression
der Ubiquitinmutanten untersucht (Abb. 21C). Zelleigene (2) sowie Uberexpression
von WT-Ubiquitin und die Uberexpression der K6R-Mutante weisen einen vergleich-
bar schnellen Abbau des Deg1-pGal auf. 100 min nach der radioaktiven Markierung
der neusynthetisierten Proteine sind in diesen Hefezellen nur noch 9 % bis 13 % des
markierten Proteins nachweisbar. Durch Stabilisierung des Deg1-pGal in einem
Adoa10-Stamm koénnen hier nach Ablauf der 100 min Beobachtungszeitraum noch
knapp 80% des markierten Proteins detektiert werden. Wahrend die Uberexpression
der K48R-Ubiquitinmutante Deg1-BGal partiell stabilisiert, gut 40 % verbleibendes
Protein nach 100 min, wird das Substratprotein nach K27R-Uberexpression nahezu
genauso schnell abgebaut wie unter WT-Bedingungen. Die Menge an verbliebenem
Deg1-BGal liegt hier bei etwa 17 %. Somit scheint Deg1-BGal, ebenso wie Hmg2-

myc unabhangig von K27-verknlpften Ubiquitinketten abgebaut zu werden.

Eine generelle Notwendigkeit der Lysin27-verknupften Ubiquitinketten fur die Doa10-
abhangige Substratubiquitinierung kann also nicht festgestellt werden. Da es sich bei
Ubc6 und Sec61 um membrangebundene Doa10-Substrate handelt, war die Unter-
suchung eines weiteren integralen Membranproteins sinnvoll. Dazu wurde eine
epitopmarkierte Fusion aus Deg1 und den Transmembranbereichen des Vma12 her-

angezogen (Deg1-Flag-Vma12-ProteinaseA, ohne Abbildung). Jedoch auch hier
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zeigte sich keine Beeinflussung des Abbaus dieses Fusionsproteins nach Uberex-
pression von K27R-Ubiquitin. Im Gegensatz dazu wurde das Deg1-Vma12-Konstrukt
durch Uberexpression von K48R-Ubiquitin sowie in einem doa70-Deletionsstamm
sehr stark stabilisiert. Es scheint also, als ware die Bildung von K27-verknUpften
Ubiquitinketten in ERAD nur fur den Abbau des Ubiquitin-konjugierenden Enzyms
Ubc6 erforderlich.
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3 Diskussion

Die Ubiquitinierung von ERAD-Substratproteinen erfolgt durch die zwei RING-
Ligasen Hrd1 und Doa10. Das Substratspektrum dieser Ligasen umfasst ER-
luminale und -membrangebundene Proteine sowie zytosolische Polypeptide. Diese
erstaunliche Vielfalt wird durch zusatzliche Faktoren ermdéglicht, die mit den Ligasen
kooperieren. Von zentraler Bedeutung ist das Ubiquitin-konjugierende Enzym Ubc7
welches als einziges E2 mit beiden Ligasen interagiert und dadurch fur die Modifizie-
rung und den nachfolgenden Abbau aller bislang bekannter Substratproteine erfor-
derlich ist. Da Ubc7 selbst ein |6sliches Protein ist, wird es durch Bindung an den C-
terminalen Bereich (E2BR) des membrangebundenen Co-Faktors Cue1 an die ER-
Membran und somit an die Ligasekomplexe rekrutiert. Diese Interaktion stabilisiert

Ubc7, welches sonst abgebaut wird.

3.1 Ubc7 zeigt eine in vitro Ubiquitinierungsaktivitat in Wechselwirkung
mit Cue1 oder den ERAD-Ligasen

Die in dieser Arbeit dargestellten in vitro Ubiquitinierungen belegen auf eindeutige
Weise eine Polyubiquitinierungsaktivitat von Ubc7 in Interaktion mit den beiden
ERAD-Ligasen. Anders als unter in vivo Bedingungen erfolgt die Ubiquitinkettenbil-
dung in dem hier vorgestellten in vitro System auch ohne die Cue1-vermittelte Rekru-
tierung von Ubc7 an die Ligasen. Die Synthese von Ubiquitinketten durch Ubc7 und
die Ligasen ist auch in Abwesenheit von Cue1 detektierbar, jedoch verstarkt
Cue1ATM (ohne Transmembranbereich) die Polyubiquitinierungsaktivitadt um ein Viel-
faches. Diese Ergebnisse konnten auch durch eine andere Arbeitsgruppe bestatigt
werden [73] , und belegen eine Funktion fur Cue1 in ERAD, die Uber die einfache

Stabilisierung und Rekrutierung von Ubc7 an die ER-Membran hinausgeht.

Eine Analyse der durch Ubc7 synthetisierten Ubiquitinkettenbildung zeigte, dass
Ubc7 sowohl mit Hrd1 als auch Cue1 oder in Kombination mit beiden Proteinen
Lys48-verknupfte Ubiquitinketten bildet. Auch die Interaktion von Ubc7 mit der
Doa10-Ligase, welche hier nicht dargestellt wurde, resultierte ausschliel3lich in der
Synthese von K48-verknlpften Ubiquitinketten. Eine solche K48-spezifische Ver-
knupfung von Ubiquitinmolekulen wurde bereits fur das humane Ubc7-Homolog
UBE2G2, fur Homologe von Ubc7 in Pflanzen, sowie fur Cdc34 der Hefe gezeigt. Die

zum proteasomalen Abbau der Substratproteine erforderliche Lysin48-abhangige
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Polyubiquitinierungsaktivitat von Ubc7 ist von einem schleifenformigen Bereich in
Ubc7 abhangig.

3.2 Die saure Schleife in Ubc7 ist fur eine Ubiquitinkettenbildung not-

wendig und beeinflusst die E2-E3-Interaktion

Die Ubiquitin-konjugierenden Enzyme Ubc7, Cdc34 und UBE2G2 weisen im Ver-
gleich zu anderen E2s eine gemeinsame Besonderheit auf: die Insertion von 13, teils
sauren Aminosauren C-terminal des katalytisch aktiven Cysteins (Abb. 6A, 22). Be-
reits frGher wurde eine wichtige Funktion dieses sauren Bereichs fur die E2-Enzyme
UBE2G2 und Cdc34 bei der Ubertragung von Ubiquitinmolekiilen auf ein Substrat
beschrieben. Wie die Ergebnisse der abgebildeten Versuche belegen, ist eine solche
Funktion auch fur die saure Schleife des Ubc7 feststellbar. In einer Ubiquitinierungs-
reaktion von Cdc34 mit dem SCF-Komplex und Sic1 als Substrat [9] sowie bei der
Ubiquitinierung von HERPc durch UBE2G2 [69] verlauft die Monoubiquitinierung des
Substratproteins nach Aminosaureaustausch oder Deletion der sauren Schleife in
den E2s offenbar normal. Im Vergleich dazu wird der Transfer eines Ubiquitinmole-
kils auf ein bereits monoubiquitiniertes Substrat, also die Verlangerung der

Ubiquitinkette, von diesen E2-Mutanten vollstandig unterbunden.

Da bei der Reaktion von Ubc7 mit Hrd1 das Ubiquitinmolekul selbst als Substrat fun-
giert und ein monoubiquitiniertes Substrat darstellt, 1asst sich dieser Aspekt fur Ubc7
hier schwer belegen. Betrachtet man jedoch die Reaktion der Ubc7-Variante mit dele-
tierter saurer Schleife (Ubc7Aal) und Hrd1 in Anwesenheit von Cue1, so wird Cue1
durch die Ubc7-Mutante nur noch monoubiquitiniert, aber nicht mehr mit Po-
lyubiquitinketten versehen. Auch die Ubc7-Varianten mit Punktmutationen innerhalb
der sauren Schleife zeigen eine im Vergleich zum WT-Ubc7 deutlich reduzierte
Ubiquitinierung, sowohl in Bezug auf die Bildung freier Ubiquitinketten als auch in
Bezug auf die Kettenbildung auf Cuel. Der Unterschied zwischen einer Substrat-
Monoubiquitinierung und der Verlangerung zu einer Ubiquitinkette liegt u. a. in der

Position des Ubiquitinakzeptors zum E2.

Strukturanalysen von Ubc7 ergaben, dass ein Akzeptor-Ubiquitinmolekul das kataly-
tisch aktive Cystein von WT-Ubc7, mit dem dort gebundenen Donor-Ubiquitin, wahr-
scheinlich nur in einer bestimmten Orientierung erreichen kann [44] . Diese Restrikti-
on des Zugangs zum Donor-Ubiquitin kdnnte eine wesentliche Voraussetzung fir die

Ausbildung spezieller, K48-abhangiger Ubiquitin-verknipfungen sein. Deletion oder

84



Diskussion

Mutation der sauren Schleife in Ubc7, welche sich in direkter Umgebung zum aktiven
Cystein befindet, kdnnte eine Storung der fur die K48-abhangigen Kettenbildung
notwendigen Struktur des Ubc7 bedeuten, wahrend die Ubiquitinkonjugation auf ein

Lysin des Substratproteins nicht beeintrachtigt wird.

Human UBE2G2

Human UBE2G2
Yeast Ubc?7

Human UBE2G1l M
Human UbcH7

AT :
Ib 4. PP
Ik YPIBNP P
WE PEUNY P ISP P

B4
Human UBE2G2 _P

Human_ UBE2G2 MRIYT CEMF ;83
Yeast Ubc7 LTIYT P
Human UBE2G1l MKJQT T E[I|W):83
Human_UbcH7 ITIPKTK
a4 oS
Human UBE2G2 QQQQ00 QQ.
140

1% 7 = = B3

Human UBE2G2 A=S
Yeast Ubc7
Human UBE2Gl A7
Human UbcH7

Abbildung 22: Vergleich der Proteinsequenzen von Ubc7 aus S. cerevisiae und den zu Ubc7
humanen Homologen. Das katalytisch aktive Cystein an Position 89 sowie zahlreiche andere Amino-
sauren sind in den abgebildeten Proteinen konserviert. Die flr Ubc7 charakteristische Insertion von 13
Aminosauren (Position 95-107, hier mit LL beschriftet) ist auch in UBE2G2 und UBE2G1 enthalten.
Aus: R. Arai et al. ,Structure of human ubiquitin-conjugating enzyme E2G2 (UBE2G2/UBC7)“, 20086,
[76] .

Andererseits beeinflusst die saure Schleife auch die Interaktion von Ubc7 mit Hrd1
oder Doa10, da eine Deletion der sauren Schleife die Bindung an die RING-Ligasen
verstarkt. Ein Grund hierfur konnte die, durch den verhinderten Ubiquitintransfer, an-
haltende Beladung der Ubc7Aal-Variante mit Ubiquitin sein. Thioesterbindungen von
Ubiquitin an ein E2 verandern die Interaktionsoberflache zwischen E2 und E3, und
fuhren zur Bildung einer sogenannten geschlossenen Konformation, die den Transfer
des Ubiquitins auf ein Substrat beguinstigen und die Prozessivitat dieses Vorganges
unterstitzt [Rachel Klevit, personliche Kommunikation]. Eine Stérung des Ubiquitin-
transfers vom Cystein des E2s auf ein Substrat fihrt demnach zu einer vermehrten

Bildung dieser engen E2-E3-Bindung.

In diesem Zusammenhang muss erneut kurz auf die Bindung von Ubc7 an die E2-

Binderegion in Cue1 und der daraus resultierenden erhéhten Ubiquitinierungsaktivitat

eingegangen werden. Sowohl CUE-Domane als auch die Ubc7-Binderegion in Cue1

sind der CUE-Doméane und der Ube2g2-Binderegion (G2BR) des humanen Proteins
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gp78 sehr ahnlich. Letztere, auch als AMFR (autocrine motility factor receptor) be-
zeichnete RING-Ligase, ist eine zum Hrd1 der Hefe homologe ERAD-Komponente.
Der im Vergleich zu Hrd1 jedoch stark verlangerte C-Terminus von gp78 beherbergt
eine CUE-Domane, die als Bindestelle des interagierenden UBE2G2 dient, sowie
eine p97-bindende Region am aullersten Carboxyterminus (Abb. 23). Strukturanaly-
sen und Bindungskinetiken zeigten, dass die Bindung von UBE2G2 an gp78 eine
Konformationsanderung in der sauren Schleife des UBE2G2 bewirkt, welche die In-
teraktion des E2s mit dem gp78-RING verstarkt und dessen Ubiquitinierungsaktivitat
erhoht [6] .

Ein ahnlicher Mechanismus kdnnte auch die erhdhte Aktivitat des Ubc7 mit der Hrd1
oder Doa10-Ligase in Anwesenheit von Cue1 erklaren: Die Bindung von Ubc7 and
den C-terminalen Bereich von Cue1 l6st moglicherweise eine Konformationsande-
rung in Ubc7, evtl. sogar im Bereich der sauren Schleife aus, welche die Steigerung
der Affinitat des Ubc7 zur RING-Domane zur Folge hat. Die fur Ubc7 charakteristi-
sche saure Schleife wirde demnach eine wichtige Funktion sowohl bei der Interakti-
on des E2s mit den Ubiquitinligasen als auch mit dem Substrat und der darauf syn-

thetisierten Ubiquitinkette erflllen.

3.3 Eine zusatzliche RING-unabhangige E2-E3-Interaktion erhoht die Ef-
fektivitat der Polyubiquitinierung

Cdc34 interagiert ebenfalls auf zwei verschiedenen Weisen mit dem SCF-Ligase-
Komplex, um Substrate effektiv zu ubiquitinieren. Zusatzlich zur Wechselwirkung von
Cdc34 mit der RING-Domane des Ligasekomplexes ist das E2 Uber eine elektrostati-
sche Interaktion seines verlangerten C-Terminus mit dem Cullin Cul1 der Ligase as-
soziiert [71] . Da sich die Doméanen fir die Interaktion des E2s mit der Ligase und
dem Ubiquitin-aktivierenden Enzym Uberschneiden, erfolgt die Beladung des E2s mit
einem aktivierten Ubiquitin nur nach dessen Dissoziation von der RING-Domane der
Ligase [70,77] . Die elektrosatische Wechselwirkung des Cdc34-C-Terminus mit der
SCF-Ligase fuhrt zu einer sehr schnellen und effektiven erneuten Bindung des E2 an
den Ligasekomplex. Im Anschluss an die Beladung des Cdc34 mit Ubiquitin durch
das E1 kann Cdc34 somit in kurzester Zeit wieder mit der RING-Domane wechsel-
wirken. Dies ermoglicht eine sehr schnelle Synthese ausreichend langer Po-

lyubiquitinketten auf dem Substrat, bevor sich das Substrat von der Ligase |0st.
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Ein ahnliches Scenario ist auch fur die Aktivitat des UBE2G2 an der gp78-Ligase
denkbar, da hier eine zusatzliche Interaktion des E2 durch Bindung an die E2BR in
gp78 gewahrleistet ist. In Kombination mit der bereits beschriebenen Konformations-
anderung im E2 durch eine solche Bindung, bewirkt dies moglicherweise eine weite-

re Stimulation der Polyubiquitinierungsreaktion [72,78] .

Substrat
Hrd3 Cue1
ER-Membran
Zytosol
Hrd1 78
RING ffsfefe gp | rinG
/ CUE
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"E2BR G2BR )
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Abbildung 23: Vereinfachte Darstellung des SCF-Komplexes und der Hrd-Ligase der Hefe S.
cerevisiae sowie dem Hrd1-Homologen gp78 aus humanen Zellen. Alle drei Ligasen interagieren
mit einem E2 mit sogenannter saurer Schleife, welche fir eine effektive Bildung von K48-abhangigen

Polyubiquitinketten auf einem Substratprotein notwendig ist.

Die Bindung von Ubc7 an die E2-Binderegion in Cue1 resultiert in diesem Zusam-
menhang zumindest in einer Membranverankerung des E2s und vermittelt eine
raumliche Nahe des E2s zur Ligase. Im Fall einer direkten Wechselwirkung von Cue1
mit der Ligase ware auch Ubc7 indirekt Uber eine zweite, RING-Domanen-
unabhangige, Bindung mit der Ligase assoziiert. Einen Hinweis hierfur liefern Im-
munprazipitationsversuche, bei denen Cue1 auch in Abwesenheit von Ubc7 an die
ERAD-Ligasen bindet. Die Rekrutierung von Ubc7 durch Cue1 an den Ligasekom-
plex wirde, der fir Cdc34 belegten und fur UBE2G2 diskutierten Wirkungsweise ent-
sprechend, eine effektivere Interaktion ein und desselben Ubc7-Molekiils mit dem
E3-RING nach erneuter Beladung des E2s mit Ubiquitin durch das E1 erlauben. Die-
se raumliche Kopplung des Ubc7 an die ERAD-Ligasen und eine moglicherweise
daraus resultierende Erhéhung der Ubc7 Polyubiquitinierungs-aktivitat konnte in den

in vitro Versuchen nicht nachgestellt werden. Aufgrund des Entfernen der Trans-
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membranbereiche von den Proteinen wurde eine Interaktion des Cue1 mit der jewei-

ligen untersuchten Ligase wahrscheinlich nicht realisiert.

3.4 Sequenzielle Ubiquitinierung oder en bloc Transfer von Ubiquitinket-

ten

Der eben beschriebene Prozess zur Bindung eines ubiquitinbeladenen E2s an den
Ligasekomplex und der Dissoziation des unbeladenen E2s favorisiert die schrittweise
Ubertragung einzelner Ubiquitinmolekiile auf ein vom E3 gebundenes Substratpro-
tein. Es gibt jedoch auch Hinweise auf einen en bloc Transfer von pra-assemblierten
Ubiquitinketten, die durch eine Interaktion zweier Ubiquitin-konjugierender Enzyme
gebildet werden. Dabei erfolgt die Ubiquitinierung eines Thioester-gebundenen
Ubiquitinmolekuls auf dem katalytisch aktiven Cystein des E2s durch ein anderes E2.
Hierfur ware also eine direkte oder indirekte Dimerisierung von E2-Molekulen erfor-
derlich. Eine wiederholte Abfolge eines solchen Vorganges fuhrt zur Bildung einer
Ubiquitinkette, die bei Interaktion mit einem E3 auf das dort gebundene Substrat
transferiert wird. Eine solche Substratubiquitinierung wurde fur UBE2G2 in Anwesen-

heit von gp78 und dem Substrat HERPc in einer in vitro Versuchsreihe gezeigt [69] .

Im Widerspruch zu diesen Ergebnissen steht der Befund, dass sich UBE2G2 bei ei-
ner analytischen Ultrazentrifugation wie ein Monomer verhalt [76] . Auch fur Ubc7
konnte bei in vivo Immunprazipitationsexperimenten keine Dimerisierung mit einem
weiteren Ubc7 bzw. mit Ubc6 oder Ubc1 festgestellt werden, wenngleich dies eine
Dimerisierung nicht véllig ausschlief3t. Dartber hinaus wurden auch in einer in vitro
Ubiquitinierungsreaktion unter nicht-reduzierenden Versuchsbedingungen keine auf
Ubc7 befindlichen Ubiquitinketten nachgewiesen, welche Uber eine Thioesterbindung
auf dem aktiven Cystein gebildet wurden. Homodimerisierung der jeweiligen
Ubiquitin-konjugierenden Enzyme Ubc7 und UBE2G2 kénnte jedoch auch auf indi-
rektem Weg stattfinden, da sowohl fur Hrd1 als auch fur gp78 eine Oligomerisierung

der Ligasen belegt wurde [36,79] .

Ubc7 synthetisiert auch in Abwesenheit einer Ubiquitinligase Polyubiquitinketten und
ubertragt diese ein Substratprotein. Dies wird anhand der Interaktion von Ubc7 mit
Cue1 in einer in vitro Ubiquitinierungsreaktion deutlich, bei der sowohl freie als auch
auf Cue1 konjugierte Ubiquitinketten gebildet werden. Es ist nicht auszuschlie3en,
dass zwei Ubc7-Molekile indirekt Uber eine Interaktion ihrer gebundenen Cue1-

Proteine dimerisieren. Aufschlisse uber eine mogliche Interaktion zweier
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Cue1/Ubc7-Komplexe konnte die Struktur dieses Heterodimers liefern. Leider wurden
keine geeigneten Bedingungen gefunden, unter denen eine Kristallbildung von

Cue1/Ubc7 zur Réntgenstruktur-Analyse stattfinden konnte.

3.5 Die Cue1-CUE-Domane bindet Ubiquitin und wirkt bei der in vitro

Synthese von Polyubiquitin durch Ubc7 kettenverlangernd

Die Interaktion von Ubc7 mit der E2-Binderegion in Cue1 ist fur eine effektive Ketten-
bildung durch dieses E2 notwendig. Die ubiquitinbindende CUE-Domane in Cue1
beeinflusst zusatzlich, wie in den Ergebnissen dargestellt, die Syntheserate und die

Lange der durch Ubc7 gebildeten Ubiquitinketten,

Entgegen friherer Annahmen, dass die Cue1-CUE-Domane keine Ubiquitinmolekile
bindet [45] , wurde in dieser Arbeit eine Polyubiquitin-bindende Funktion flr diese
CUE-Domane gezeigt. Diese scheint in Bezug auf die Art der Verknlipfung der
Ubiquitinmolekule nicht spezifiziert zu sein, da sowohl K48- als auch K63-verknupfte
Ubiquitinketten gebunden wurden, welche sich strukturell deutlich voneinander un-
terscheiden. Die Bindung weiterer Ubiquitinverknupfungen an die CUE-Domane
konnten nicht getestet werden, da solche Ketten bislang nicht verflUgbar waren.
Durch die Zugabe des deubiquitinierenden Enzyms Otubain1 zu K48-verknlpften
Ubiquitinketten wurde darUber hinaus ein partieller Schutz der Ketten durch deren

CUE-Domanen-abhangige Bindung an Cue1 aufgezeigt.

Die Auswertung der Untersuchungen erlaubt demnach die klare Trennung zweier
verschiedener Funktionen von Cue1: Erstens, die Rekrutierung, Stabilisierung und
Stimulation des Ubc7 zur Ubiquitinkettenbildung tber die Bindung von Ubc7 an die
C-terminale E2BR in Cue1 und zweitens, die Bindung von Ubiquitinketten durch die
CUE-Domane und dem daraus resultierenden Schutz der Ketten vor Prozessierung
durch DUBs.

Die Fahigkeit des Cue1, Ubiquitinketten Uber die CUE-Domane zu binden, lasst sich
mit der kettenverlangernden Wirkung und der gesteigerten Rate der Kettenbildung in
der in vitro Ubiquitinierungsreaktion in Einklang bringen. Eine Bindung der von Ubc7
gebildeten, sukzessive verlangerten Ubiquitinkette durch Cue1 kdnnte stabilisierend
auf den Ubiquitinierungskomplex aus Ubc7, Cue1 sowie dem Oligoubiquitin wirken
und somit ein vorzeitiges Dissoziieren der Ubiquitinketten verhindern. Dadurch wur-
den besonders hochmolekulare Ubiquitinketten synthetisiert. Eine Stabilisierung der

auf einem Substrat konjugierten Ubiquitinketten in vivo hatte ebenfalls diesen Effekt.
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Dies ist von Vorteil, da nach Entlassen des Substrats vom Ligasekomplex in das Zy-
tosol verschiedene deubiquitinierende Enzyme an die Substrat-konjugierte Ubiquitin-
kette binden und diese stark verkirzen kénnen [80] . Je langer die auf einem Protein
verknUpfte Ubiquitinkette beim Dissoziieren vom Ligasekomplex ist, desto groRer ist
die Wahrscheinlichkeit, dass das Substrat mit einer fur den proteasomalen Abbau
erforderlichen Ubiquitinkette aus mindestens vier Ubiquitinmolekulen konjugiert ist.
Zusatzlich zu dieser, den Ubiquitinierungskomplex stabilisierenden Rolle des Cue1

kann Uber eine weitere Funktion dieses Proteins spekuliert werden.

In der Einleitung wurde bereits beschrieben, dass E4-Enzyme auch in Abwesenheit
einer Ubiquitinligase Ubiquitinkette von mono- oder oligoubiquitinierten Substraten
verlangern. Dies trifft auch fur die Wirkung des Cue1 in Anwesenheit von Ubc7 bei in
vitro Ubiquitinierungsreaktionen zu. Aus Abbildungen 10A geht deutlich die kettenver-
langernde Wirkung der CUE-Domaéane hervor, obwohl auch nach Entfernen der CUE-
Domane Ubiquitinketten detektierbar sind. In einer in vivo Situation kdnnten die
ERAD-Ligasen eine Mono- oder Oligoubiquitinierung des Substrats vornehmen, wah-
rend assoziiertes Cue1 mit Hilfe seiner CUE-Domane die Ubiquitinketten verlangert.
Da moglicherweise eine Beeinflussung der Kettenlange nicht durch die Ligasen mog-
lich ist, hat vielleicht Cue1 hierbei eine regulierende Funktion. Eine solche E4-
ahnliche Funktion wurde inzwischen auch fur die CUE-Domane in dem gp78 festge-
stellt [81] . Hierbei konnte gezeigt werden, dass ein, durch die humane Ubiquitinliga-
se RMA1 initial ubiquitiniertes Substrat (CFTRAF508) Uber die CUE-Doméane an
gp78 bindet und gleichzeitig in einer CUE-Domanen-abhangigen Weise polyubiquiti-
niert wird. Diese Abfolge von Ereignissen ist dabei flir den Abbau des mutierten
CFTR notwendig.

3.6 Die Funktion der Cue1-CUE-Domane ist in vivo nur fiir den Abbau ei-

niger Substratproteine bedeutsam

In S. cerevisiae beeintrachtigt die Deletion der Cue1-CUE-Doméane nur in wenigen
Fallen die Proteolyse von ERAD-Substraten. ER-membrangebundene Proteine, wie
Ubc6 und Hmg2, deren Abbau in cue1-CUE-Domanen-Mutanten reduziert ist, konn-
ten eine eigene Substratklasse definieren, deren effektive Polyubiquitinierung durch
Ubc7 die Anwesenheit der CUE-Domane in Cue1 erfordert. Diese Hypothese wider-
legen im Jahr 2009 veroffentlichte Daten [82] . Die Autoren dieses Artikels untersuch-
ten das Protein Ste6*-HA, einen mutierten Mat a-Faktor-Transporter, auf dessen Sta-
bilitat in cueTACUE-Hefezellen. Wie Ubc6 und Hmg2-myc ist auch Ste6* ein
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integrales ER-Membranprotein mit zytosolischem Anteil und wird auch durch die
Doa10-Ligase ubiquitiniert. Allerdings beeinflusst eine Deletion der CUE-Domane
den Abbau dieses Substratproteins nicht. Es wurde ebenso effektiv abgebaut wie in
Wildtyp-Zellen. Demzufolge gibt es wahrscheinlich weitere Kriterien oder Merkmale,
die Substrate einem CUE-Domanen-abhangigen Abbau zufuhren. Leider konnten im
Rahmen der hier beschriebenen Untersuchungen keine weiteren Substrateigenschaf-
ten diesbezuglich definiert werden. Da Hmg2-myc und Ubc6 an verschiedenen Liga-
sen ubiquitiniert werden, scheint der Einfluss der CUE-Domane sowohl flr den

Ubc7/Cue1-Komplex an der Hrd-Ligase als auch an Doa10 zu bestehen.

3.7 Ubc6 synthetisiert K11-verkniipftes Oligoubiquitin unabhangig von
der Doa10-RING-Doméane

Im Gegensatz zum Hrd-Komplex sind die Proteinmodifikation und der Substratabbau
uber die Doa10-Ligase nicht nur von Ubc7 und Cuel1 sondern auch von Ubc6 ab-
hangig. Demzufolge muss es deutliche Unterschiede in der Arbeitsweise von Hrd1
und Doa10 geben. Wenn die Aktivitat von Ubc7 grundsatzlich fur eine effektive Sub-
stratubiquitinierung durch Hrd1 ausreicht [46,83] , welche Funktion erfullt dann Ubc6

am Doa10-Komplex?

Bei Untersuchungen zur Ubiquitinierungsaktivitat von Ubc6, ohne dessen Trans-
membrananker, in vitro, lasst sich eine Auto-Monoubiquitinierung des Ubc6 beobach-
ten. Diese Aktivitat erfordert das katalytisch aktive Cystein des Ubc6 und erfolgt un-
abhangig von Doa10. Unklar ist jedoch, ob eine Interaktion von Ubc6 mit Doa10 in
vitro nur aufgrund der fehlenden Transmembranbereiche nicht vermittelt wurde, oder
ob die Aktivitat von Ubc6 generell unabhangig von der Wechselwirkung mit der
Doa10-RING-Domane ist. Bei den in vitro Ubiquitinierungsreaktionen lagen Ubc6 und
Ubc7 jeweils in vergleichbaren Konzentrationen vor. Dennoch konnte die fir Ubc7
gezeigte Polyubiquitinierungsaktivitat nicht fur Ubc6 festgestellt werden. Maoglicher-
weise beschrankt sich die Funktion von Ubc6 auf eine Monoubiquitinierungsaktivitat.
Auto-Monoubiquitinierung des Ubc6 konnte eine Veranderung in der Struktur des
Ligasekomplexes bewirken. Auch die Konjugation eines Monoubiquitins auf ein be-
stimmtes Lysin des Substratproteins oder auf andere ligaseassoziierte Faktoren ist
denkbar und wirde den Doa10-abhangigen Substratabbau beeinflussen. Die Ver-
wendung von Ubc6 als Substratprotein in dem in vitro System erwies sich im Nach-
hinein als ungeeignet, da der Ubc6-Abbau von der Bindung des Ubcb6-
Transmembranbereichs an die 5. Transmembrandomane von Doa10 abhangt [84] .
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Eine Verlangerung der in vitro Inkubation von Ubc6 und Ubiquitin ergab freie nied-
rigmolekulare Ubiquitinverknlpfungen sowie Oligo- oder multiple Monoubiquitinie-
rung von Ubc6. Dabei konnte eine bevorzugte Bildung der Ubiquitinverknupfungen
mit einer K11only-Variante von Ubiquitin beobachtet werden, was auf eine mogliche
vorrangige Bildung von K11-Ketten durch Ubc6 hindeutet. Dies wurde auch durch
unabhangige Untersuchungen von Xu et al. im Jahr 2009 [19] gezeigt. Eine Modifi-
kation der Doa10-abhangigen Substratproteine mit zwei verschieden verknUpften
Ubiquitinketten ist daher moglich - den durch Ubc7 gebildeten K48-abhangigen sowie
den durch Ubc6 geformten K11-Ketten. Ein weiteres Indiz fur die Synthese K11-
verknupfter Ubiquitinketten durch Ubc6 liefern ubc6-defiziente Zellen, in denen die
Menge an K11-verknlpften Ubiquitinkonjugaten im Vergleich zu WT-Zellen um etwa
40 % redzuiert ist [19] .

Da Ubcb6 selbst ein Doa10-abhangiges Substrat ist, sollten sich verschieden gebilde-
te Ketten auch auf Ubc6 nachweisen lassen. Tatsachlich befinden sich im vergleich
zum Wildtyp weniger Ubiquitinketten auf Ubc6, wenn dieses aus Hefezellen prazipi-
tiert wird, die eine katalytisch inaktive ubc6C(87)S-Mutante exprimieren. Diese Be-
obachtung weist auf eine Beteiligung der Ubc6-Aktivitat an der Substratubiquitinie-
rung hin [85] . Die Ergebnisse stimmen mit Resultaten der massenspektrometrischen
Analyse Uberein, bei denen K11-verknupfte Ubiquitinmolekile (53%) aber auch K48-
(20%) sowie K33- und K63-Verknupfungen auf aus Hefe aufgereinigtem Ubc6 detek-
tiert wurden [19] . Zusatzlich stabilisierte die Expression von K11R-Ubiquitin das

Ubc6-Protein unter den dort beschriebenen Bedingungen.

Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse der hier vorgestellten in vivo Ubc6-
Abbauexperimente, bei denen eine Stabilisierung von Ubc6 durch Uberexpression
der K27R-Ubiquitinmutante, aber nicht durch Uberexpression der K17R-Mutante de-
tektiert wurde. Demzufolge musste neben K48-verknupften Ubiquitinketten auch K27-
verknupfes Polyubiquitin fur den Ubc6-Abbau verantwortlich sein. Eine Beeintrachti-
gung des Abbaus anderer Doa10- oder aber auch Hrd1-abhangiger Substratproteine
durch die Uberexpression der K27R- oder K11R-Mutante konnte nicht festgestellt
werden. Wie erwartet, erfuhren jedoch alle untersuchten Substratproteine eine Stabi-

lisierung durch die Uberexpression des K48R-Ubiquitins.

Die Stabilisierung von Ubc6 nach K27R-Uberexpression in den Hefezellen beein-

flusst demnach mdglicherweise ausschlielllich dieses kurzlebige E2. Bislang konnte

weder geklart werden, ob Ubc6 selbst die K27-Ketten bildet, noch ob die derart ver-
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knupften Ubiquitinmolekule auf Ubc6 konjugiert sind. Es ist nicht auszuschliel3en,
dass ein unbekanntes E2 diese Art der Polyubiquitinierung auf einem anderen Pro-
tein vornimmt, welches letztendlich zur Degradation von Ubc6 fuhrt. Die Untersu-

chung dieser Fragestellung steht noch aus.

3.8 Ubc6 hat keinen Einfluss auf die Ubc7-abhéangige Substratubiquiti-

nierung

Wie bereits erwahnt, gibt es keine Belege fur eine Wechselwirkung von Ubc6 mit der
Doa10-RING-Domane. Es ist jedoch moglich, dass Ubc6, wie auch Ubc7 eine
Ubiquitinierungsfunktion in Interaktion dieser Domane ausfuhrt. Eine Kompetition der
beiden E2s um die Bindung an der RING-Domane ist hierbei denkbar. Hefezellen, in
denen jeweils eines der beiden E2s deletiert oder uberexprimiert war, wiesen jedoch
keine verstarkte Bindung oder Verdrangung des jeweils anderen E2s an der Doa10-
Ligase auf. Allerdings kénnte eine Uberexpression von Ubc6 statt in einer verstarkten
Bindung an die RING-Domane auch in einer gesteigerten Wechselwirkung des Ubc6
mit dessen Substratbindestelle in Doa10 resultieren, Dies wirde den Kompetitions-

effekt der E2s um die RING-Domanen-Interaktionsstelle tberdecken.

Alternativ konnten Ubc6 und Ubc7 in einer sequentiellen Reaktion eine einzelne
Ubiquitinkette auf einem Substratprotein synthetisieren. Ein solches Zusammenspiel
wurde bereits fur die Ubiquitin-konjugierenden Enzyme Ubc4 und Ubc1 am APC-
Komplex in S. cerevisiae nachgewiesen. Dabei Ubernimmt das erste Enzym die initia-
le Mono-oder Oligoubiquitinierung, wahrend das zweite Enzym die Kette, moglicher-
weise mit einer verschiedenartigen Verknupfung der Ubiquitinmolekule, verlangert.
Eine Beeinflussung der in vitro Polyubiquitinierungsaktivitat von Ubc7 durch Zugabe
von Ubc6 konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Fir die Wirkungsweise von
Ubc6 und Ubc7 ist auch eine Ubiquitinierung des Substratproteins mit zwei unter-

schiedlich verknUpften, separaten Ketten denkbar.

Einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis der Funktionen der E2s an der Doa10-
Ligase liefert die Beobachtung, dass eine Deletion von Ubc6 (Aubc6) nicht in einer
Reduktion des mit der Ligase assoziierten Cdc48 resultiert. Dies fuhrt im Umkehr-
schluss zu der Annahme, dass die Aktivitat und das Vorhandensein von Ubc6 nicht
fur die Rekrutierung von Cdc48 notwendig sind. Auch die fir die Cdc48-Rekrutierung
erforderliche Ubiquitinierungsaktivitat der Ligase [60] wird nicht beeinflusst. Die Tat-

sache, dass Ubc6 auch eine Rolle im Abbau von Substraten spielt, z.B. Deg1, die in
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einer Cdc-48-unabhangigen Weise dem proteasomalen Abbau zugefuhrt werden, ist
im Einklang mit diesem Befund. Die von Ubc7 ausgefuhrte Substratubiquitinierung ist
also offenbar fur die Cdc48-Interaktion mit dem substratgebundenen Ligasekomplex
ausreichend. Eine Wechselwirkung von Cdc48 mit den ERAD-Ligasen qilt als eine
Voraussetzung fur die Freisetzung des ubiquitinierten Substratproteins aus dem
Ligasekomplex und dessen Weitertransport zum Proteasom [86] . Ob in einer Aubc6-
Mutante die durch Ubc7 ubiquitinierten Substratproteine noch unter Mitwirkung von
Cdc48 aus dem membrangebundenen Ligasekomplex herausgelost werden, oder
an welcher Stelle der Abbau der Doa10-abhangigen Substrate in Aubc6-Zellen ge-

stort ist, soll in naher Zukunft geklart werden.

Die Ubiquitinierung von Substraten durch Ubc6 konnte der Rekrutierung zytosoli-
scher Chaperone dienen, welche fur die Loslichkeit der zu degradierenden Proteine
notwendig sind. Auch die Bindung bisher unbeachteter Doa10-interagierender Fakto-
ren Uber eine Ubiquitin-bindende Domane an eine speziell durch Ubc6 auf dem Sub-
strat konjugierte Ubiquitinkette kénnte fur den Abbau der Substratproteine notwendig

sein.
3.9 Ubiquitinierung verschiedener Substratproteine

Aufgrund der Verschiedenheit der ERAD-Substrate muss der Mechanismus der
Ubiquitinierung flexibel gestaltet sein. Dies wird zum einen durch die ERAD-Ligasen
selbst ermoglicht, die sich durch eine unterschiedliche Substratspezifitat auszeich-
nen, und zum anderen durch die mit den Ligasen assoziierten Faktoren. Fur den Ab-
bau Hrd1-abhangiger ER-membrangebundener Substrate ist, neben der Ligase
selbst, das an Hrd1 lokalisierte Der1 erforderlich. Eine Interaktion von Hrd1 mit Usa1
bewirkt eine Oligomerisierung der RING-Ligase, welche fur die Degradation ER-
luminaler Substrate eine wichtige Rolle spielt [36] . Bei Uberexpression von Hrd1 ist
jedoch die Usa1-bedingte Oligomerisierung der Ligase fur den Substratabbau ver-
zichtbar [87] . In wie weit die ligaseassoziierten Faktoren an der Substraterkennung
beteiligt sind, die Ubiquitinierungsaktivitat des E2-E3-Komplexes beeinflussen oder
weitere Co-Faktoren an den Ligasekomplex rekrutieren, ist nicht genau geklart. Wei-
terhin sind fur die Doa10-Ligase bislang wenig interagierende Proteine beschrieben

und auch der Substratrekrutierungsmechanismus an dieser Ligase ist unbekannt.

Alle Versuche, artifizielle, sowie physiologisch relevante oder bereits monoubiquiti-

nierte Substratproteine in einer in vitro Reaktion zu ubiquitinieren, sind bislang ge-
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scheitert. Hierfur kann es mehrere Grinde geben. Auf der einen Seite wurde viel-
leicht nicht das erforderliche Verhaltnis von Substrat- und Enzym-Molekulen erreicht,
damit die Ubiquitinierung vollzogen werden kann. Andererseits reichte ein etwa unge-
fahres 1:1 Verhaltnis von Cue1 und Ubc7 fur die Cue1-Modifikation aus. In den in
vitro Ubiquitinierungsreaktionen synthetisierte Ubc7 auch in Abwesenheit einer Liga-
se Ubiquitinketten, die teilweise auf Cue1 konjugiert sind. Moglicherweise handelt es
sich hierbei um eine artifizielle Modifizierung von Cue1, bei der Cue1 anstelle eines
relevanten Substratproteins ubiquitiniert wird. Eine Ubiquitinierung von Cue1 wurde
in vivo bisher nicht beobachtet, kann aber auch nicht ausgeschlossen werden. Ein
weiterer Grund fur eine fehlende Ubiquitinierung der eingesetzten Substratproteine

konnte deren mangelnde Bindung an die aufgereinigten Ligasefragmente sein.

Im Vergleich zu anderen RING-Ligasen ist die Substratrekrutierung durch die ERAD-
Ligasen wesentlich komplexer. Die Rekrutierung von I6slichen oder membrangebun-
denden Substratproteinen an die membranverankerten Ligasen Doa10 und Hrd1 er-
fordert wahrscheinlich andere Mechanismen als die Rekrutierung von léslichen Subs-
traten an zytosolische Ligasen. Fur die heterologe Expression der Hrd1- und Doa10-
Ligase in E. coli mussten die fur die Transmembranbereiche kodierenden Sequenzen
entfernt werden. Dadurch beinhalten die in den in vitro Versuchen verwendeten
Ligasefragmente zwar ihre katalytisch aktive RING-Domane, aber mdglicherweise
substratbindende Regionen im Bereich der Transmembrandomanen fehlten. Dartber
hinaus muss bedacht werden, dass Substratproteine in den Zellen vielleicht nicht
direkt an die Ligasen binden, sondern, z.B. wie bei Cullin-Ligasen, Uber ligaseassozi-
ierte Faktoren gebunden werden. Da fir Doa10 kaum assoziierte Proteine bekannt

sind, kann Uber eine Beteiligung von Co-Faktoren hier nur spekuliert werden.

Im Gegensatz dazu ist bekannt, dass ldsliche ER-Substratproteine tber die luminale
Domane des mit Hrd1 komplexierten Hrd3 an die Ligase rekrutiert werden. Die fir die
Ubiquitinierung notwendige Dislokation von ER-luminalen Substratproteinen stellt
jedoch eine besondere Herausforderung dar. Wenn der Ligasekomplex selbst einen
Kanal zur Dislokation der luminalen Substratproteine bildet, oder dieser zumindest in
unmittelbarer Nahe zur Ligase besteht, ware eine erneute Bindung der Substrate
durch Hrd1 auf zytosolischer Seite der ER-Membran womdoglich uberflissig. Aller-
dings konnten auch die auf zytosolischer Seite mit Hrd1 interagierenden Faktoren

eine Substratbindung ausiben. Sowohl das Verstandnis der Proteindislokation als
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auch der Bindung von Substratproteinen an die zytosolischen Bereiche der fur ERAD

wichtigen Ligasekomplexe bleibt ein wesentliches Ziel weiterer Untersuchungen
3.10 Substratubiquitinierung im ERAD-System - ein Modell

Die sequentielle Ubiquitinierung von ERAD-L oder ERAD-M-Substratproteinen an der
Hrd1-Ligase wird durch die Aktivitat von Ubc7 ausgefuhrt, die von einer strukturellen
Besonderheit dieses E2s, der sauren Schleife, abhangt. Eine Interaktion des Ubc7
mit Cue1 ist nicht nur fur die E2-Rekrutierung an die ER-Membran notwendig, son-
dern stimuliert die Polyubiquitinierungsaktivitat und beeinflusst die Lange der
Ubiquitinketten. Hierfir spielen die E2-Binderegion und die CUE-Doméane in Cue1
eine wesentliche Rolle. Die Funktion der Cue1-CUE-Domane ist jedoch nur flr den

Abbau einer Gruppe von membrangebundenen Substratproteinen wichtig.

Hingegen ist der Abbau von ERAD-C-Substratproteinen von der Aktivitat der E2s
Ubc6 und Ubc7 an der Doa10-Ligase abhangig. Die durch Ubc7 geformten K48-
verknupften Ubiquitinketten auf dem Substrat genugen, um die Cdc48-Segregase an
den Ligasekomplex zu rekrutieren. Die von Ubc6 gebildeten, wahrscheinlich K11-
verknlpften Ubiquitinketten, erflllen eine bislang unbekannte Funktion im Prozess
des Doa10-abhangigen Substratabbaus. Eine Inhibierung der Synthese von K27-
verknupften Ubiquitinketten hat im Gegensatz dazu nur einen Einfluss auf den Abbau
von UbcG.

ER-assoziierten Proteindegradation ist also ein komplexer Mechanismus, der von
zahlreichen Faktoren abhangt. Die zentrale Funktion des Ubc7, die K48-abhangige
Ubiquitinierung von Substratproteinen, wird an beiden ERAD-Ligasen durch zusatzli-
che Faktoren, z. B. Cue1 oder Ubc6 in einer substratspezifischen Weise moduliert.
Neben den fir einen proteasomalen Proteinabbau notwendigen K48-verknlpften
Ubiquitinketten, scheinen auch andersartige Ubiquitinketten eine wichtige Rolle in

ERAD zu spielen.
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4 Material und Methoden

41 PCR

Polymerasekettenreaktionen wurden nach einem allgemeinen Schema durchgefihrt:
Denaturierung der DNA fur 5 min bei 95 °C, 25-30 Zyklen [45 s Denaturierung bei 95
°C, 45 s Anlagerung der Oligonukleotide an der DNA bei 48-56 °C, Elongation der
Oligonukleotide (ca. 1 kb/min) bei 72°C], Elongation flr weitere 5 min bei 72 °C, Ab-
kihlen der Reaktion auf 8 °C. Fur die Synthese /Verlangerung der DNA-Strange wur-
de das Expand High Fidelity PCR-System (Roche) oder die Pfu Ultra™ DNA-

Polymerase (Stratagene) verwendet.
4.2 Klonierung und DNA-Aufreinigung

Far den Restriktionsverdau von DNA wurden entsprechende Enzyme sowie die Re-
aktionspuffer von New England Biolabs (NEB) verwendet. Die Proben wurden an-
schlieBend mit OrangeG-Probenpuffer versetzt (5x Puffer: 0,25 % OrangeG, 50 %
Glycerin, 5 mM EDTA pH 8,0) und die enthaltene DNA mittels Gelelektrophorese
(iber 0,6-2 % Agarosegele, welche Ethidiumbromid oder RedSafe™ (IntRON) enthiel-
ten, der GrolRe nach aufgetrennt. Unter UV-Licht sichtbare DNA wurde unter Verwen-
dung des Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) aus dem Agarose-
gel aufgereinigt. Fur die Ligation der DNA in Vektoren wurde die T4-DNA-Ligase

sowie der dazugehdrige 10xPuffer von NEB verwendet.
4.3 Kultivierung von Escherichia coli

Die Anzucht von E. coli-Kulturen fand in LB- (1 % Bacto-Trypton, 0,5 % Hefeextrakt,
1 % NaCl) oder TB-Flissigmedium (1,2 % Trypton, 2,4 % Hefeektrakt, 0,4 % Glyce-
rol, 17 mM KH,POy4, 72 mM K;HPO4) bzw. Auf LB-Nahrplatten (LB-Medium + 2%
Agar-Agar) statt.

4.4 Transformation von E. coli

Elektrokompetente Zellen verschiedener Escherichia coli-Stamme (XL-1, BL21, BL21
Rosetta2) wurden mittels Elektroporation transformiert und anschliefend auf LB-

Antibiotika-Selektionsplatten kultiviert.
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4.5 Plasmidpraparation aus E. coli

In XL-1 -Zellen amplifizierte Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des Jetstar —Systems (Ge-
nomed) aus den Zellen prapariert.

4.6 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Fur die Expression GST-epitopmarkierter Proteine und Proteinfragmente wurden die
jeweiligen entsprechenden amplifizierten Gensequenzen Uber verschiedene Restrik-
tionsschnittstellen in die multiple Klonierungsstelle des pGex6P-1 Vektors (GE-
Healthcare) eingefigt. Die Transformation von E. coli BL21 Rosetta 2-Zellen (Nova-
gen) mit dem so konstruierten, gereinigten Plasmid erfolgte mittels Elektroporation.
Die Expression der Proteine wurde durch Zugabe von 0,5 mM IPTG zur Bakterienkul-
tur in TB-Medium induziert und dauerte bei 16 °C und 180 Upm (Luftschuttler) 16-17
Stunden. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen und Waschen mit bidestilliertem
Wasser erfolgte der Zellaufschluss per Ultraschall (BRANSON Sonifier: Output 4-5;
60 % Duty Cycle; 3 x 30 Pulse) in einem PBS-Puffer mit 0,5 % TritonX-100 und
Complete EDTA-free Proteaseinhibitoren. Eine anschlielliende Zentrifugation trennte
feste Zellbestandteile von léslichen Komponenten. Der Uberstand der Zentrifugation
wurde mit einer adaquaten Menge equilibrierter Glutathion-Sepharose™ 4FastFlow
versetzt und 2,5 Stunden bei 4 °C unter standigem Schwenken inkubiert. Nach Se-
dimentation der Sepharose™ wurde der Uberstand verworfen und die Sepharose 3 x
mit jeweils 10-fachem Sepharose™-Volumen mit PBS gewaschen. Fiir die Elution
von GST-Fusionsproteinen wurde 20 mM Glutathion in einem 50 mM Tris-HCI (pH 8)
verwendet. Sollte das GST-Epitop von den Fusionsproteinen entfernt werden, folgten
anstatt der Elution drei weitere Waschschritte mit jeweils 10-fachem Sepharose™-
Volumen an Prescission Protease Cleavage Buffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1
mM EDTA, 1 mM Dithiothreitol, pH 7,5). Die Zugabe von Prescission Protease (GE
Healthcare), zu der Sepharose™, und die anschlieRende Inkubation fiir 16 h bei 4 °C
bewirkte die Trennung des Proteins vom GST-Epitop an der im pGex6P-1 Vektor da-
fur vorgesehenen Sequenz. Das Protein wurde auf diese Weise gleichzeitig von der

Sepharose™ eluiert. Aliquots der aufgereinigten Proteine lagerten bei -80 °C.
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4.7 Aufreinigung von Hisg-epitopmarkierten Fusionsproteinen

Amplifizierte Gensequenzen der entsprechenden Proteine und Proteinfragmente
wurden uber Restriktionsschnittstellen in die multiple Klonierungsstelle des pQE60-
Vektors ligiert und E. coli BL21-Zellen anschlielfend mit dem gereinigten Plasmid
transformiert. Die Proteinexpression wurde nach Expressionsinduktion mittels Zuga-
be von 0,5 mM IPTG zur Bakterienkultur in LB-Medium fur 4 Stunden bei 37 °C im
Luftschittler (200 Upm) durchgefihrt. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen und
Waschen mit bidestilliertem Wasser erfolgte der Zellaufschluss per Ultraschall
(BRANSON Sonifier. Output 4-5; 60 % Duty Cycle; 3 x 30 Pulse) in einem Puffer aus
50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol pH 7,5 + Complete EDTA-free®
Proteinaseinhibitoren. Eine anschlielRende Zentrifugation trennte feste Zellbestandtei-
le von léslichen Komponenten. Der Uberstand der Zentrifugation wurde mit einer
adaquaten Menge equilibrierter Ni-NTA-Agarose (QIAGEN) oder Talon® Metal Affini-
ty Resin (Clontech Laboratories, Inc.) versetzt und 2,5 Stunden bei 4 °C unter standi-
gem Schwenken inkubiert. Nach Sedimentation der Agarose (bzw. des Talon® Resin)
wurde der Uberstand verworfen und die Sepharose 3x mit kaltem 50 mM NaH,POy,,
300 mM NaCl, 20 mM Imidazol pH 7,5 gewaschen. Die Elution des Proteins erfolgte
durch Zugabe von 50 mM NaH;PO4, 300 mM NaCl, 250 mM - 500 mM Imidazol pH
7,5. Dialyse der Eluate UN in einem Puffer aus 50 mM Tris-HCI pH7,5, 200 mM NaCl,
5 % Glycerin. Die Proteine lagerten anschlieRend bei -80 °C.

4.8 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Konzentration von aufgereinigten Proteinen erfolgte mit Hilfe
des DC Protein Assay (Bio-Rad), welches die Protein-Nachweismethode nach Lowry
(Lowry et al., 1951) unterstitzt. Eine Eichreihe mit definierten Konzentrationen von
BSA diente dem Vergleich der Absorbtionswerte bei 750 nm und der Ermittlung der

Proteinkonzentration.
4.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir die groldenabhangige Auftrennung von Proteinen einer Probe wurden die Proben
zunachst mit einem SDS-haltigen Probenpuffer versetzt. Die verschiedenen verwen-
deten Probenpuffer beinhalteten teilweise Harnstoff oder reduzierende Agenzien, wie

B-Mercaptoethanol oder DTT.

¢ 4x reduzierender Probenpuffer ( nach Laemmli): 250 mM Tris-HCI pH 6,8, 20 %

B-Mercaptoethanol, 40 % Glycerol, 16 % SDS, 0,05% Bromphenolblau
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e 2x nicht-reduzierender Probenpuffer: 50 mM Tris-HCI pH 6,8, 2 % SDS, 4 M
Harnstoff, 10 % Glycerol, 0,05% Bromphenolblau

¢ reduzierender Harnstoff-Probenpuffer (Plemper et al.1998): 8 M Harnstoff, 200
mM Tris-HCI, pH 6,8, 5 % SDS, 0,1 mM EDTA, 0,03 % Bromphenolblau, 1,5
% DTT

Es wurde die diskontinuierliche Gelelektrophorese nach Laemmli angewendet (La-
emmli, 1970,).

410 Western-Blotting / Immunoblotting

Der Transfer von Proteinen aus dem SDS-Gel auf eine PVDF wurde durch soge-
nanntes “Tank-Blotting” in einem Western-Blot-Puffer (1,1 % Glycin, 0,24 % Tris-
base, 25 % Methanol 0,01 % SDS) bei 250 mA fur 1,5 h erreicht.

Nach Absattigung der Membran mit 10 % Magermilch in TBT (10x TBT: 0,5 M Tris-
HCl pH 7,5, 1,5 M NaCl, 1 %Tween) wurde eine 5 %-ige Magermilchlésung, die mit
einem primaren, jeweils proteinspezifischen, Antikorper versehen war, zu den Memb-
ranen gegeben. Nach UN-Inkubation und waschen der Membranen mit PBS + 0,2 %
Brij 58 und PBS erfolgte die Zugabe des sekundaren, Peroxidase-gekoppelten (HRP-
Konjugate, horseradish peroxidase) Antikdrpers in 5 %-iger Magermilchldsung. Nach
1-stindiger Inkubation und erneutem Waschen der Membran wurde Western Light-
ning® Plus-ECL (PerkinElmer) zu den Membranen gegeben. Die Chemolumines-
zenzreaktion des dort enthaltenen Luminols wurde durch die Antikérper-konjugierte
Peroxidase katalysiert. Durch Auflegen von Rontgenfiimen (Biomax, Kodak®) auf die
so behandelten Membranen und anschlieBender Entwicklung der Rontgenfiime
konnten die Lichtsignale in Schwarzungen auf dem Réntgenfilm umgewandelt und

anschlie3end ausgewertet werden.
411 Coomassiefarbung von Proteinen in SDS-Gelen

Eine Anfarbung von Proteinen in SDS-Gelen mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant-
blau R-250 diente der Uberpriifung der Reinheit von aufgereinigten Proteinen in den
untersuchten Proben (Abb. 4). SDS-Gele wurden nach abgeschlossener Gelelektro-
phorese fur 30 min in der Coomassie-Farbelosung (45 % Methanol, 10 % Essigsau-
re, 0,25 % Coomassie Brillantblau R-250) gefarbt und folgend solange unter Schut-
teln in Entfarbelosung (45 % Methanol, 10 % Essigsaure) gelegt, bis die gefarbten
Proteine deutlich sichtbar wurden.
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4.12 In vitro Ubiquitinierung

Die Reaktionsansatze enthielten jeweils: 18,3 ng/pl E1 (Ube1, Boston Biochem, E-
301), 66,6 ng/pl bzw. 133,3 ng/ul Ubiquitin (SIGMA 93950, Flag-Ub sowie Ub-
Varianten von Boston Biochem), 66,6 ng/ul bis 133,3 ng/ul E2 (aufgereinigtes Ubcb,
Ubc7 und derenVarianten) sowie 66,6 ng/ul bis 133,3 ng/ul E3 (aufgereinigtes Doa10
oder Hrd1) und Cue1 bzw. dessen Varianten (66,6 ng/ul bis 133,3 ng/ul) in einem
Puffer aus 50 mM Tris-HCI pH 7,5 und 2,5 mM MgCl,, 4 mM ATP (SIGMA A9187)
und 0,5 mM DTT.

Die Proben wurden fir die jeweils angegebene Zeit bei 30 °C im Wasserbad inkubiert
und zum Beenden der Ubiquitinierungsreaktion mit SDS-Probenpuffer (nicht-
reduzierend oder reduzierend) versetzt und erhitzt. Die Proben wurden im weiteren

mittels SDS-PAGE und Immunoblotting analysiert.
413 In vitro Bindung von Ubiquitinketten

Aufschluss von transformierten E. coli-Zellen und Bindung der GST-Fusionsproteine
an Glutathion-Sepharose™ 4 Fast Flow (wie bereits beschrieben). AnschlieRendes
Waschen der Sepharose™ mit Bindungspuffer (50 mM Tris-HCI pH7,5, 150 mM
NaCl, 2,5 mM MgCl;, 1 mg/ml BSA). Zu je 25 ul der proteingekoppelten Sepharose™
wurden 150 pl Bindungspuffer sowie 400 ng praassemblierter K48- bzw. K63 ver-
knuUpfter Ubiquitinketten (Ub,-Ub7, Enzo Lifesciences) gegeben und 3 h schwenkend
bei 4 °C inkubiert. Fallung des Uberstandes mit 20 % TCA und Waschen des Prazipi-
tats mit 100 % Aceton. Nach dem Waschen der Sepharose mit Bindungspuffer wur-
den je 40 pl Laemmli-Probenpuffer zu der Sepharose und zum Prézipitat des Uber-
standes gegeben, die Proben erhitzt und anschliefen mittels SDS-PAGE und

Immunoblotting analysiert.
4.14 In vitro Deubiquitinierung

Zu je 66 ng/ml praassemblierter K48-verknupfter Ubiquitinketten, in einem eisgekuhl-
ten Reaktionspuffer aus 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 2,5 mM MgCl,, wurden entweder
0,6 pg/ul BSA oder 0,45 ug/pl aufgereinigtes nicht-epitopmarkiertes Cuel1 bzw.
Cue1RGA gegeben. Entnahme einer Probe (Zeitpunkt 0). Zugabe von 33 ng/ul Hise-
Otubain1 (K48-spezifisches DUB, human, recombinant, N-terminal mit 6xHis epitop-
markiert, Enzo Lifesciences) und Entnahme weiterer Proben zu den angegebenen
Zeitpunkten. Analyse der mit Laemmli-Probenpuffer versehenen Proben durch SDS-

PAGE und Immunoblottting.
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4.15 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Hefezellen wurden entweder in YPD-Volimedium (1 % Hefeextrakt, 2 % Bacto-
Pepton, 2 % Glukose, pH 5,5 eingestellt mit HCI) oder SD-Minimalmedium (0,67 %
Hefe-Stickstoffbasis ohne Aminosauren, 2 % Glucose, 20 mg/I L-Histidin-HCI, 30 mg/I
L-Leucin, 30 mg/l L-Lysin, 20 mg/I L-Tryptophan, 20 mg/lI Adeninsulfat, 20 mg/l Uracil)
kultiviert. Fur die Anzucht von Hefekolonien auf Nahrplatten wurde dem YPD-oder

SD-Flussigmedium 2 % Agar-Agar beigefugt und in Petrischalen gefullt.
416 Hefetransformation

Zu etwa 0,5 ODgoo exponentiell wachsender Hefezellen wurden 0,5-1 pg/pl Plasmid-
DNA und 0,2 pg/ul denaturierte Heringssperm-DNA in 100 pyl 100 mM LiAc, 1xTE ge-
geben und mit den Zellen gemischt, Nach Zugabe von 500 ul 40 %PEG, 100 ul 100
mM LiAc, 1xXTE wurde die Suspension 30 min bei 30 °C inkubiert, danach folgte eine
Temperaturerhéhung auf 42 °C fir 15 min. Die pelletierten und in Wasser resuspen-

dierten Zellen wurden auf SD-Selektionsmedium ausplattiert.

4.17 Verpaarung und Sporulation von Hefezellen mit anschlieBender Tet-

radenanalyse
Verpaarung von Hefezellen:

Aus Uber-Nacht-Kulturen (UN) der zu verpaarenden Hefezellen unterschiedlicher
Mating-Typen (a und alpha) wurden je 50ul der Suspensionen und 1,8 ml YPD-
Flissigmedium in ein 2 ml- Reaktionsgefall gegeben und 6 - 8 h bei Raumtempera-
tur (RT) auf einem Kipp-Schittler inkubiert. Von den beginnende Verpaarung gebilde-
ten Zellaggregaten wurden etwa 20 pl auf Selektionsmedium (Selektion auf Eigen-
schaften beider Stamme) ausplattiert und bei 30 °C UN inkubiert

Ansatz zur Sporulation von Hefezellen:

Zellen aus einer YPD-UN-Kultur des diploiden Stammes wurden in 2 ml Pre-
sporulationsmedium (PSPO) bei 30 °C fir 6 - 8 h inkubiert. Es folgte das Pelletieren
und Waschen der Zellen 2x mit Wasser, 2x mit Sporulations (SPO) -Medium. Nach
Aufnahme der Zellen in 2 ml SPO-Medium wurden die Kulturen 2-3 Tage bei 30 °C
im Schuttler inkubiert. Die Sporulation wurde im Durchlichtmikroskop (100-fache Ver-
grolRerung, Verwendung von Immersionsdl) kontrolliert. Bei guter Sporulationsrate
wurden die Zellen pelletiert und in 1 ml SED aufgenommen.

Protoplastierung der Tetraden zur Tetradenanalyse:
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200 pl der sporulierten Hefen in SED wurden mit 10 yl 1M DTT und 20 pl 10 mg/ml
Novozym234 oder Zymolyase versetzt und fur 20-30 min bei RT inkubiert. Nach dem
Ausstreichen einer geringen Menge protoplastierter Zellen auf einer YPD- Platte,
konnten die 4 Sporen einer Tetrade mit Hilfe eines Mikromanipulators, fur die spatere
Analyse der neuen Kombination an Eigenschaften der Sporen, auf einer YPD-Platte

separiert werden.

PSPO: 0,8 % Bacto-yeast extract, 0,3% Bacto-peptone, 10% Glukose
SPO: 1 % KAc, 0,1 % Bacto-yeast extract, 0,05 % Glukose

SED: 36,4 g Sorbit, 10 ml 0,5 M EDTA auf 200 ml

Durch Auswertung des Tetradenwachstums auf Platten mit entsprechendem SD-
Selektionsmedium wurden die genetischen Eigenschaften der haploiden Hefezellen
ermittelt. Die Rekombination bestimmter Eigenschaften der verpaarten Hefen wurde
darUberhinaus durch eine Analyse der synthetisierten Proteine in den Zellen mittels
SDS-PAGE und Immunoblotting des Zelllysats bestatigt.

4.18 Pulse-Chase-Experiment

Im Allgemeinen wurden die Pulse-Chase-Experimente wie in Biederer et al. 1996 [88]
beschrieben, durchgefiihrt. Aquivalente Mengen von exponentiell in SD-Medium
wachsenden Zellen wurden mit einem Mix aus **S radioaktiv markierten Methionin
und Cystein (80 pCi / 10 ODegoo Zellen) versetzt und 5-12 min bei 30 °C inkubiert.
Nach Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen in SD-Medium aufenommen,
dem 3.3 mM (NH4)3SO4, 0.013% Methionin und 0.01% Cystein (nicht radioaktiv
markiert) zugefligt war. In Versuchen mit Kupfersulfat-induzierter Uberexpression von
Genen enthielt dieses “Chase”-Medium dartberhinaus 100 yM CuSO4. Nach ange-
gebenen Zeitpunkten wurden Aliquots der Zellsuspension entnommen und die Zellen
in 100 pl Aufschlusspuffer (50 mM Tris—HCI pH 7,5, 1% SDS, 1 mM PMSF) mit Hilfe
von Glaskugeln lysiert. Nach Zugabe von 900 pl Verdunnungspuffer (50 mM Tris—HCI
pH 7,5, 11% Trition X-100, 165 mM NacCl, 5,5 mM EDTA, 1 mM PMSF) und Zentrifu-
gation zur Abtrennung ungeldster Zellbestandteile, wurde der Uberstand der Proben
mit ProteinA-Sepharose™ 4FastFlow (GE-Healthcare) und Antikdrpern zur Immun-
prazipitation des zu betrachtenden Proteins versetzt. Es folgte die UN-Inkubation der
Proben bei 4° C und anschlieRendes Waschen der Sepharose™ (1 % Triton X-100,
0,1 % SDS, 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 5 mM EDTA). Prazipitierte glyko-

sylierte Proteine wurden durch Zugabe von 8 U/ul N-Glycosidase-F in 10 ul IP-Puffer
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0.02% SDS (1 % Triton X-100, 0,02 % SDS, 150 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 5
mM EDTA) und 1 % B-Mercaptoethanol bei 37°C fur 1 h deglykosyliert. Die Analyse
der Proben erfolgte mittels SDS-PAGE und Autoradiographie.

419 Cycloheximid-Abbau-Experiment

Gleiche Mengen exponentiell wachsender Zellen wurden pelletiert und in YPD oder
SD-Selektionsmedium resuspendiert, welches 0,3 mg/ml Cycloheximid enthielt. Inku-
bation der Zellen bei 30 °C. Zu angegebenen Zeitpunkten wurden den Kulturen Teil-
mengen entnommen und die Zellen in 100 pl 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 % SDS mit
Hilfe von Glaskugeln aufgeschlossen. Nach Zugabe von 100 yl SDS-Probenpuffer
und dem Erhitzen der Proben, wurde der Uberstand nach Zentrifugation per SDS-

PAGE und Immunoblotting analysiert.
4.20 Immunprazipitation von 13xmyc-Doa10- bzw. 13xmyc-Doa10 C(93)S

Pro Stamm wurden 50-80 ODggp exponentiell wachsender Hefezellen pelletiert, mit
10 mM NaN; gewaschen und in 500 — 800 pl Aufschlusspuffer (50 mM Tris-HCI
pH7,5, 200 mM NaAc, 1 mM EDTA, 10 % Glycerin,1 mM DTT, 1 mM PMSF) mit Hilfe
von Glaskugeln lysiert. Nach Zugabe weiterer 2 ml Aufschlusspuffer wurden zunachst
groRere Zellbestandteile und Glaskugeln abzentrifugiert und aus dem Uberstand (2
ml) bei 21000 x g die Zellmembranen pelletiert. Die Resuspension und Solubilisie-
rung der Membranen erfolgte in 500 pl Solubilisierungspuffer (50 mM Tris-HCI pH7,5,
200 mM NaAc, 1 mM EDTA, 10 % Glycerin, 1 % Digitonin, 1 mM DTT, 1 mM PMSF)
fur 1 h bei 4 °C. Nach erneuter Zentrifugation wurden 35 pl als Kontrolle des einge-
setzten Materials abgenommen, der resliche Uberstand wurde mit 470 pl Auf-
schlusspuffer (ohne DTT) sowie ProteinA-Sepharose™4FastFlow und a-myc-
Antikérper (SIGMA, M5546) versetzt. UN- Inkubation bei 4 °C mit anschlieRendem
Waschen der Sepharose™ (50 mM Tris-HCI pH7,5, 200 mM NaAc, 1 mM EDTA, 10
% Glycerin, 0,5 % Digitonin) und Elution der prazipitierten Protein durch Zugabe von
Harnstoff-Probenpuffer Die Analyse der Proben erfolgte mittels SDS-PAGE und Im-

munoblotting.
4.21 Immunprazipitation von 6xHA-Hrd3

Der Vorgang der Probenaufarbeitung entspricht im Wesentlichen dem der Immun-
prazipitation von 13xmyc-Doa10, jedoch unter Verwendung veranderter Pufferldsun-

gen und Antikorper.
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Aufschlusspuffer: 50 mM Tris-HCI pH7,5, 200 mM NaAc, 2,5 mM MgCl,;, 1 mM
EDTA, 1 mM PMSF

Solubilisierungspuffer: 50 mM Tris-HCI pH7,5, 200 mM NaAc, 2,5 mM MgCl,, 1 %
Nonidet P40, 10 % Glycerin, 1 mM, EDTA, 1 mM PMSF

Waschpuffer: 50 mM Tris-HCI pH7,5, 200 mM NaAc, 2,5 mM MgCl,, 0,5 % Nonidet
P40, 10 % Glycerin, 1 mM, EDTA, 1 mM PMSF

Antikorper zur Prazipitation von 6xHA-Hrd3: a-HA (SIGMA, H9658)
4.22 Immunprazipitation von ubiquitiniertem Deg1-BGal

Expression des Deg1-pGal durch Induktion mit 100 yM CuSO4.Aufschluss von 50
ODgoo Zellen in 700 pl Aufschlusspuffer (50 mM Tris-HCI pH7,5, 4 M Harnstoff,0,3 %
SDS 1 mM PMSF, 20 mM NEM) durch Glaskugelaufschluss. Zugabe von 700 ul Ver-
dunnungspuffer (50 mM Tris—HCI pH 7,5, 1,1% Trition X-100, 165 mM NaCl, 5,5 mM
EDTA, 1 mM PMSF20 mM NEM) Nach 10-minGtiger Zentrifugation bei 21000 x g
wurde der Uberstand mit 500 pl Verdinnungspuffer sowie 20 ul ProteinA-
Sepharose™ (GE Healthcare) und 1 pl monoklonalem GFP-Antikérper (BD Living
Colors) versetzt und UN bei 4 °C schwenkend inkubiert. Nach dem Waschen der Se-
pharose wurden die Proteine durch Zugabe von Harnstoff-Probenpuffer und Erhitzen
bei 50 °C eluiert. Es folgte die Analyse der Proben durch SDS-PAGE und Immuno-
blotting.
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4.23 Verwendete Antikorper

monoklonal/

Antikorper, gerichetet gegen | Referenz

polyklonal
Ubiquitin Enzo Lifesciences, UG9510 polyklonal
Flag SIGMA, F3165 monoklonal
myc SIGMA, M5546 monoklonal
HA SIGMA, H9658 monoklonal
GST Rockland polyklonal
penta-His QIAGEN, 34660 monoklonal
GFP BD Living Colors, JL-8 monoklonal
GFP Invitrogen, A6455 polyklonal
beta-Galaktosidase Promega, Z378B monoklonal
Ubc6 Walter et al., 2001 [85] polyklonal
Ubc7 Neuber et al., 2005 [51] polyklonal
Cue1 Biederer et al., 1997 [89] polyklonal
Doa10 Frahere Studien polyklonal
Hrd1 Horn et al., 2009 [36] polyklonal
Ubx2 Neuber et al., 2005 [51] polyklonal
Cdc48 Neuber et al., 2005 [51] polyklonal
Sec61 Biederer et al., 1997 [89] polyklonal
PGK1 Molecular Probes, A6457 monoklonal
CPY Invitrogen, A6428 monoklonal
Maus-1gG, HRP-konjugiert SIGMA, A9044 polyklonal
Kaninchen-IgG, HRP-
konjugiert SIGMA, A0545 polyklonal
Ziege-lgG, HRP-konjugiert Santa Cruz Blotechnology, sc- polyklonal

2020
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4.24 Hefestamme
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4.25 Plasmid-DNA
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Abkurzungsverzeichnis

Abkiurzungsverzeichnis

AMP Adenosin-5'monophosphat

ATP Adenosin-5'triphosphat

BSA bovine serum albumin

bp base pairs (Basenpaare)

Brij58 Polyethylenglykol-hexadecylether
DNA desoxyribunuceic acid

DTT Dithiotreitol

E1 Ubiquitin-aktivierendes Enzym
E2 Ubiquitin-konjugierendes Enzym
E3 Ubiquitin-Ligase

E4 Ubiquitinketten-modifizierendes (-verlangerndes) Enzym
EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Retikulum
ERAD ER-assoziierte Proteindegradation
GFP green fluorescent protein

GST Glutathion-S-Transferase

HA Haemagglutinin

HRP horserdish peroxidase

B Immunoblot

IP Immunprazipitation

IPTG Isopropyl-D-Thiogalaktosid

kb kilo-Basen (1 kb=1000 bp)

Kd Dissoziationskonstante

kD kilo-Dalton

LB Lysogeny Broth

Mat mating type

NEM N-Ethylmaleimid

ODe0o optische Dichte bei 600 nm
PCR polymerase chain reaction

PBS phosphate-buffered saline
PMSF Polymethylsulfonylfluorid
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PVDF
RT
SD
SDS
TB
TBT
TCA
Tris
Ub
UN
WT
YPD

Abkurzungsverzeichnis

Polyvinylidenfluorid
Raumtemperatur
Synthetic drop-out
sodiumdodecylsulfate
Terrific Broth

Tris buffer with Tween
Trichloracetat
Tris-(hydroxymethyl) aminomethan
Ubiquitin

uber Nacht

Wildtyp

yeast extract - peptone - dextrose
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