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Summary
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Summary

The majority of eukaryotic proteins is degraded by the 26S proteasome after

modification with ubiquitin. In a few cases, however, recognition by this protease

does not result in complete degradation. Instead, proteins such as the mammalian

transcription factor NF-κB or the related transcription factors SPT23 and MGA2 of S.

cerevisiae, are only partially degraded or processed.

Initially, the focus of the work was on the mechanism of proteasomal processing

of transcription factor SPT23. SPT23 is synthesized as an inactive precursor that is

anchored to the membrane of the endoplasmic reticulum (SPT23 p120). After

ubiquitination mediated by the ubiquitin ligase RSP5 the precursor is processed into

a shortened 90 kDa form by the 26S proteasome. Processing depends on formation

of SPT23 homodimers and results in a membrane-associated dimer of an

unprocessed precursor and a processed molecule (SPT23 p90). Importantly, SPT23

p90 has retained its ubiquitin modification after the processing reaction. We have

identified a chaperone-like enzyme (segregase), CDC48UFD1/NPL4, that is able to

unravel membrane-bound SPT23 dimers in an ATP-dependent fashion thereby

mobilizing SPT23 p90 for nuclear translocation. Intriguingly, CDC48UFD1/NPL4

preferentially recognizes ubiquitinated proteins, and, hence, it is a ubiquitin-selective

enzyme.

SPT23 p90 controls transcription of OLE1 encoding ∆9-fatty acid desaturase.

We were able to demonstrate that SPT23 p90 is inactivated in the nucleus by

proteolysis involving the E4 enzyme UFD2. This factor mediates multiubiquitination of

SPT23 p90, thereby triggering its proteasomal degradation. Thus, SPT23 p90 is the

first identified physiological substrate of E4 in S. cerevisiae. Interestingly, UFD2 is

recruited by CDC48 into a ternary complex containing the substrate. In this complex,

CDC48 apparently controls the multiubiquitination activity of UFD2.

In summary, the work has revealed a novel mechanism of transcriptional

regulation by the ubiquitin/proteasome-system. A key component of this pathway is

CDC48UFD1/NPL4, a chaperone-like enzyme that is able to orchestrate ubiquitin-

dependent activation and degradation of the transcription factor.
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Zusammenfassung

Ein Großteil eukaryontischer Proteine wird nach regulierter Modifikation mit Ubiquitin

durch das 26S-Proteasom abgebaut. In wenigen bisher bekannten Fällen wird ein

ubiquitiniertes Protein durch diese Protease zwar erkannt, jedoch nur teilweise

degradiert. Diese regulierte Ubiquitin/Proteasom-abhängige Prozessierung (RUP)

wurde bei den Transkriptionsfaktoren NF-κB aus Säugerzellen sowie SPT23 und

MGA2 aus der Bäckerhefe S. cerevisiae beobachtet.

In dieser Arbeit wurde zunächst der Mechanismus der proteasomalen Prozes-

sierung des Transkriptionsfaktors SPT23 analysiert. SPT23 wird als integrales Mem-

branprotein des Endoplasmatischen Retikulums synthetisiert. Dort wird es durch die

Ubiquitin-Ligase RSP5 ubiquitiniert und durch das 26S-Proteasom in eine verkürzte

90kDa-Form prozessiert. Die proteasomale Prozessierung von SPT23 setzt die

Ausbildung von Homodimeren voraus und resultiert in einem stabilen Komplex aus

Prozessierungssubstrat (SPT23 p90) und Dimerisierungspartner (SPT23 p120). In

diesem Komplex liegt SPT23 p90 als monoubiquitiniertes Protein vor und wird so

durch die konservierte CDC48UFD1/NPL4-Segregase, die in dieser Arbeit für S.

cerevisiae beschrieben wurde, erkannt. CDC48UFD1/NPL4 entwindet in einer ATP-

abhängigen Reaktion den membranständigen Komplex und ermöglicht den Transport

von SPT23 p90 in den Zellkern. Interessanterweise erkennt CDC48UFD1/NPL4

präferentiell ubiquitinierte Proteine und ist daher ein ubiquitin-selektives Enzym.

SPT23 p90 kontrolliert die Transkription der ∆9-Fettsäuredesaturase OLE1. Es

konnte gezeigt werden, daß die Inaktivierung des Transkriptionsfaktors im Zellkern

mit Hilfe des E4-Enzyms UFD2 erfolgt. Dieser Ubiquitinierungsfaktor fördert die

Multiubiquitinierung von SPT23 p90 und führt es dem proteasomalen Abbau zu. Mit

SPT23 p90 konnte damit das erste natürliche Substrat des E4-Enzyms UFD2 in S.

cerevisiae identifiziert werden. Interessanterweise wird UFD2 mit dem Substrat und

der Segregase CDC48 in einen ternären Komplex rekrutiert. In diesem Komplex

kann CDC48 die Aktivität des Multiubiquitinierungsfaktors UFD2 regulieren.

Die beobachteten Reaktionen sind von physiologischer Relevanz. Ist die durch

UFD2 vermittelte Inaktivierung von SPT23 p90 gestört, können Zellen die OLE1-

Transkription in Gegenwart ungesättigter Fettsäuren nicht reprimieren. Diese

Produkte der von OLE1 katalysierten Reaktion sind dadurch für UFD2-Deletions-

mutanten toxisch.

Die vorgestellten Daten veranschaulichen, wie ein Transkriptionsfaktor mit Hilfe

des Ubiquitin/Proteasom-Systems reguliert werden kann. Das bereits synthetisierte

Protein kann durch Prozessierung und Mobilisierung schnell aktiviert werden, wobei

gleichzeitig die Lebensdauer der aktiven Form begrenzt wird. Dies gibt der Hefezelle

die Möglichkeit, sich effizient variablen Umweltbedingungen anzupassen.
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Einleitung

Die fehlerfreie Vererbung des genetischen Materials von der Mutter- zur Tochterzelle

wird in Eukaryonten durch viele, sich ergänzende Kontrollmechanismen sicher-

gestellt. Wird das Erbmaterial durch Umwelteinflüsse, z.B. durch UV-Licht oder

cancerogene Substanzen, geschädigt, arretieren die betroffenen Zellen zu

bestimmten Zeitpunkten des Zellzyklus und verhindern so die möglicherweise fatale

Vererbung mutierter DNA. Im Anschluß versuchen mehrere Reparatursysteme, die

entstandenen Schäden zu beseitigen. Erweisen sich diese jedoch als irreparabel,

eliminiert sich die für die Gesamtheit des Organismus potentiell gefährliche Zelle

selbst. Solch komplex miteinander vernetzte Kontrollsysteme sind für den Menschen

überlebenswichtig. Mutationen in Genen, die Reparatur- oder Kontrollproteine

kodieren, sind die häufigste Ursache von Krebserkrankungen.

Dieses Beispiel verdeutlicht, daß die Zellen eines Organismus auf Signale ihrer

Umwelt in angemessener Form reagieren müssen. Nicht mehr benötigte oder

beschädigte Enzyme müssen inaktiviert und neue, unter den gegebenen

Bedingungen wichtige Faktoren bereitgestellt werden. Die Aktivität eines Proteins

kann durch posttranslationale Modifikationen, regulierte intrazelluläre Lokalisation

oder spezifische Bindungspartner beeinflußt werden. Zusätzlich wird die

Konzentration eines Proteins in der Zelle durch gesteuerte Veränderungen in

Synthese- und Abbaurate den Notwendigkeiten angepaßt. Da durch ein Signal der

Umgebung nur bestimmte Proteine abgebaut werden dürfen, erfordert dies die streng

regulierte Markierung des Substrates. In eukaryontischen Zellen geschieht dies meist

durch kovalente Modifikation mit dem hochkonservierten, 76 Aminosäure langen

Protein Ubiquitin.

1. Das Ubiquitin-Konjugationssystem

1.1 Eine enzymatische Kaskade steuert die Ubiquitinierung eines
Substratproteins

Die Modifikation eines Proteins mit Ubiquitin („Ubiquitinierung“) bezeichnet einen

Vorgang, in dessen Verlauf Ubiquitin kovalent mit dem Substratprotein verknüpft

wird. Hierfür wird zwischen der Carboxylgruppe des carboxy-(C)-terminalen Glycins

des Ubiquitins und der ε-Aminogruppe eines internen Lysins des Substrates eine

Isopeptidbindung ausgebildet. Diese Verknüpfung kann gleichermaßen zwischen

Ubiquitinmolekülen erfolgen, was zur Ausbildung langer Multiubiquitinketten führt.

Die Ubiquitinierung ist analog der Phosphorylierung oder Acetylierung eine reversible
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Reaktion, die durch Ubiquitin-Hydrolasen rückgängig gemacht werden kann

(Wilkinson und Hochstrasser, 1998; Pickart, 2001; Yao und Cohen, 2002).

Im ersten Schritt der Ubiquitinierungsreaktion wird die chemisch inerte

Carboxylfunktion des Ubiquitins aktiviert. Dies katalysiert in der Bäckerhefe S.

cerevisiae wie in der Mehrzahl aller Eukaryonten ein einziges Enzym, UBA1,

(ubiquitin activating enzyme 1), welches ATP-abhängig einen Thioester zwischen

dem C-Terminus des Ubiquitins und einem konservierten Cysteinrest seines aktiven

Zentrums ausbildet (McGrath et al., 1991). Aktiviertes Ubiquitin wird in einer

Umesterungsreaktion auf einen Cysteinrest eines Ubiquitin-konjugierenden Enzyms

(UBC) übertragen. In S. cerevisiae existieren 13 UBC-Proteine, die Ubiquitin oder die

Ubiquitin-ähnlichen Proteine SUMO (UBC9) und RUB1 (UBC12) konjugieren

(Johnson und Blobel, 1997; Schwarz et al., 1998; Liakopoulos et al., 1998). UBC-

Proteine können Ubiquitin direkt auf Substratproteine übertragen, wie dies in der

RAD6 (UBC2)-abhängigen Monoubiquitinierung des Histons H2B nachgewiesen

wurde (Jentsch et al., 1987). Meist benötigen UBC-Proteine jedoch zusätzliche

Faktoren, die Ubiquitin-Ligasen, um spezifische Ubiquitinierungsreaktionen zu

vermitteln. Ubiquitin-Ligasen sind weitverbreitete, oft modular aufgebaute Proteine

oder Proteinkomplexe, die sowohl das Substrat als auch das erforderliche UBC-

Protein erkennen können (Jackson et al., 2000). In manchen Fällen, in denen

Ubiquitin-Ligasen alleine keine Ubiquitinketten ausbilden können, wirken zusätzliche

Multiubiquitinierungsfaktoren (Koegl et al., 1999; Imai et al., 2002).

Abbildung 1-1: Spezifische Ubiquitinierung von Substratproteinen bedarf einer enzymatischen

Kaskade von E1-, E2-, E3- und in manchen Fällen von E4-Enzymen.

Der Mechanismus der Ubiquitinierung läßt sich daher als hierarchisch organisierte

enzymatische Kaskade beschreiben, in deren Verlauf Ubiquitin sequentiell aktiviert

und spezifisch auf ein Substrat übertragen wird. Aufgrund ihrer Stellung in dieser

Kaskade werden die einzelnen Enzyme als E1- (UBA1), E2- (UBC), E3- (Ubiquitin-
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Ligasen) und E4-Enzyme (Multiubiquitinierungsfaktoren) bezeichnet. Im Prinzip

könnte jeder dieser Faktoren einer stringenten Regulation unterliegen. Da die

Substratspezifität in der Regel durch Ubiquitin-Ligasen vermittelt wird, beschränkt

sich die Regulation der Ubiquitinierung jedoch im Wesentlichen auf E3-Enzyme

(Pickart, 2001).

1.2 Ubiquitin-Ligasen bestimmen die Substratspezifität der
Ubiquitinierung

Speziell Ubiquitin-Ligasen müssen den hohen Anforderungen einer Ubiquitinierungs-

reaktion genügen. Sie müssen sowohl das Substrat als auch das Ubiquitin-

konjugierende Enzym binden, um spezifische Ubiquitinierung zu ermöglichen. Um

dieser Komplexität zu begegnen, sind Ubiquitin-Ligasen modular aufgebaut.

Spezifische Substratbindungsmodule wurden mit den E3-charakteristischen HECT-

bzw. RING-Finger-Domänen kombiniert, um ein breites Substratspektrum abdecken

zu können (Abb. 1-2).

Abbildung 1-2: Ubiquitin-Ligasen bestimmen die Substratspezifität der Ubiquitinierung. a. Die

monomeren HECT E3-Enzyme übertragen Ubiquitin (rot) direkt von einem Cysteinrest ihres aktiven

Zentrums auf das Substrat. b. RING-Finger E3-Enzyme organisieren ubiquitinbeladene E2-Enzyme

und Substrat in einem Komplex und katalysieren so die spezifische Ubiquitinierung des Substrates.

RING-Finger E3-Enzyme finden sich als monomere Proteine (z.B. Mdm2) oder in hochmolekularen

Komplexen (z.B SCF-, VCB- oder APC-Komplex).

Sämtliche HECT-(„Homologous to E6-AP-C-terminus“)-E3-Enzyme wirken als

Monomere. Sie besitzen eine konservierte, C-terminale HECT-Domäne, die erstmals

im Protein E6-AP beschrieben wurde (Scheffner et al., 1995; Huibregtse et al., 1995).

Nach Infektion von Zellen mit onkogenen Formen des Humanen Papillomavirus
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bindet E6-AP das virale E6-Protein und fördert im Verbund mit diesem den

proteasomalen Abbau des Tumorsuppressors p53 (Scheffner et al., 1993). S.

cerevisiae verfügt über fünf E3 Enzyme dieser Klasse, von denen allein das in dieser

Arbeit beschriebene RSP5 lebensnotwendig ist. HECT-E3-Enzyme besitzen etwa 35

Aminosäuren vom C-Terminus entfernt einen strikt konservierten Cysteinrest, auf

welchen Ubiquitin in einer Umesterungsreaktion von einem UBC-Protein übertragen

wird. Die Substraterkennung der HECT-E3-Enzyme erfolgt über nicht konservierte N-

terminale Substratbindungsdomänen. In RSP5 sowie in dessen Säugerhomologen

hRPF1 und Nedd4 sind dies WW-Domänen, die prolinreiche Sequenzmotive

erkennen können (Imhof et al., 1996; Lu et al., 1999; Chang et al., 2000).

Daneben existiert die Klasse der RING-Finger- oder RING-Finger-ähnlichen E3-

Enzyme, die monomer oder in hochmolekularen Komplexen vorkommen. Die RING

(Really Interesting New Gene)-Finger-Domäne wird durch die konservierte Anord-

nung von Cystein- und Histidinresten charakterisiert, die die Koordination zweier

Zink-Ione erlaubt. Der RING-Finger fungiert als Plattform zur Bindung des UBC-

Proteins und als dessen allosterischer Aktivator, während andere Domänen des Pro-

teins bzw. andere Untereinheiten des Komplexes Substrate rekrutieren (Joazeiro and

Weissman, 2000; Xie and Varshavsky, 1999). RING-Finger gehen keine Thio-

esterbindung mit Ubiquitin ein. Kürzlich wurde auch die zur RING-Finger-Domäne

homologe PHD-Domäne als Ubiquitinierungsmodul identifiziert (Lu et al., 2002).

Monomere RING-Finger Ubiquitin-Ligasen besitzen charakteristische

Substratbindungsmotive innerhalb der gleichen Polypeptidkette. So bindet Mdm2 den

Tumorsuppressor p53 durch eine N-terminale Domäne, während der C-terminale

RING-Finger für die p53-Ubiquitinierung essentiell ist (Haupt et al., 1997). Die RING-

Finger Ubiquitin-Ligase c-Cbl erkennt dagegen das Substrat EGFR (epidermal

growth factor receptor) ausschließlich nach Phosphorylierung eines kritischen EGFR-

Tyrosins durch eine SH2-Domäne (Levkowitz et al., 1999).

RING-Finger Ubiquitin-Ligasen existieren auch als hochmolekulare Komplexe,

wie der SCF-, APC/C- (anaphase-promoting complex/cyclosome) oder VCB-

Komplex. Diese verfügen über ein zentrales Cullin-Molekül, dessen Funktion als

struktureller Organisator durch die Kristallstruktur des SCF-Komplexes unterstrichen

wurde (Zheng et al., 2002; Abb. 1-2b). Cullin bindet im SCF-Komplex an

entgegengesetzten Polen das RING-Finger-Protein RBX1 sowie das Protein SKP1,

mit welchem die für den SCF-Komplex charakteristischen F-Box-Proteine

assoziieren. Die Spezifität dieser Ubiquitinierungsmaschinerien basiert auf der

geregelten Wechselwirkung mit einer Reihe von Substratadaptoren: Der SCF-

Komplex rekrutiert Substrate nach deren Phosphorylierung durch sogenannte F-Box-

Proteine (Bai et al., 1996; Skowyra et al., 1997). Der APC/C benötigt zur

Substraterkennung die homologen Proteine CDC20 und HCT1, über deren
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Regulation wenig bekannt ist (Zachariae et al., 1997; Pfleger et al., 2000; Schwab

und Seufert, 2001). Der VCB-Komplex hingegen bindet seine Substrate durch die

Untereinheit VHL. VHL erkennt den Transkriptionsfaktor HIF-1α ausschließlich nach

dessen Prolylhydroxylierung (Jaakkola et al., 2001; Hon et al., 2002).

1.3 E4-Enzyme katalysieren die Ausbildung langer Multiubiquitin-
ketten

In wenigen bisher beschriebenen Fällen wird zur Ausbildung langer

Multiubiquitinketten ein weiterer Faktor, ein sogenanntes E4-Enzym, benötigt. In S.

cerevisiae wurde diese Funktion dem Protein UFD2 zugeschrieben (Koegl et al.,

1999). UFD2 wurde als Bindungspartner eines oligoubiquitinierten Substrates isoliert

und fördert in vitro und in vivo dessen Multiubiquitinierung (Johnson et al., 1995;

Koegl et al., 1999). Auch das Säugerprotein CHIP, welches den proteasomalen

Abbau des Membranproteins Pael-R fördert, wurde als E4-Enzym identifiziert (Imai et

al., 2002). Beide Multiubiquitinierungsfaktoren besitzen am C-Terminus eine

charakteristische sogenannte U-Box-Domäne, die strukturell mit dem RING-Finger-

Motiv verwandt ist (Aravind und Koonin, 2000). Zusätzlich wird ein E3-Enzym

benötigt. Daher kooperiert UFD2 mit der HECT-Ubiquitin-Ligase UFD4, während

CHIP des RING-Finger-Proteins Parkin bedarf. Ob, wie aufgrund der Homologie der

U-Box zum RING-Finger vorgeschlagen wurde, diese Proteine auch als E3-Enzyme

fungieren können, ist in Ermangelung eines gut charakterisierten Substrates unklar

(Hatekayama et al., 2001; Cyr et al., 2002).

Abbildung 1-3: E4-Enzyme können die Multiubiquitinierung von Substraten fördern.

1.4 Ubiquitinierung kann verschiedene Konsequenzen haben

Die Ubiquitinierung eines Proteins kann vielfältige Konsequenzen nach sich ziehen.

Die am besten charakterisierte Funktion der Ubiquitinierung ist die Markierung des

Substrates für proteasomalen Abbau. Das 26S-Proteasom ist eine ubiquitin-

abhängige Protease, die den Abbau des Großteils aller Proteine in eukaryontischen

Zellen katalysiert (Hochstrasser, 1996). Während der letzten Jahre wurden jedoch
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weitere, nonkonventionelle Funktionen der Ubiquitinierung beschrieben, die das

konjugierte Protein nicht der proteasomale Degradation zuführen.

Besonders interesssant ist die Rolle der Ubiquitinierung während der

Endozytose und lysosomalen Zielsteuerung mehrerer Plasmamembranproteine

(Hicke, 2001). Diese assoziieren in monoubiquitinierter Form mit Rezeptoren des

Endozytoseapparates, wie etwa Epsin (Hicke und Riezman, 1996; Polo et al., 2002).

Die Substraterkennung des Epsins erfolgt über ein kurzes UIM-(ubiquitin interacting

motif)-Motiv, welches direkt Ubiquitin bindet (Hofmann und Falquet, 2001; Shih et al.,

2002). Nach Sortierung in Endosomen werden die ubiquitinierten Membranproteine

zu Lysosomen geleitet, in deren Lumen sie nach Invagination der Membran in

multivesikuläre Teilchen (MVB; multivesicular bodies) durch lysosomale Proteasen

abgebaut werden. Die Inkorporation eines Proteins in MVBs erfordert die

sequentielle Erkennung der Ubiquitinmodifikation durch drei ESCRT-Komplexe

(Katzmann et al., 2001; Babst et al., 2002a; Babst et al., 2002b). Interessanterweise

beruht der entgegengesetzte Prozeß, die Knospung von Viren aus der

Plasmamembran, ebenso auf vorheriger Erkennung monoubiquitinierter Proteine

durch Proteine der Wirtszelle (Garrus et al., 2001).

Ubiquitinierung kann Proteine auch positiv regulieren. So beruht die Aktivierung

einer Kinase des NF-κB-Signaltransduktionsweges, TAK1, auf Autoubiquitinierung

des Interaktors TRAF6 (Wang et al., 2001). Die Ausbildung der an TRAF6

konjugierten Multiubiquitinkette benötigt das UBC13/MMS2-Heterodimer und führt

nicht zum proteasomalen Abbau des Konjugates (Deng et al., 2000). Stattdessen

bindet eine Untereinheit der IκBα-Kinase (IKK), NEMO, die Ubiquitinketten und

ermöglicht so TAK1-vermittelte Phosphorylierung und Aktivierung der IKK (J. Chen,

pers. Mitteilung). Auch Transkriptionsfaktoren werden in ihrer Aktivität durch

Ubiquitinierung beeinflußt. Der heterologe Transkriptionsfaktor VP16 ist in S.

cerevisieae nur nach SCFMET30-vermittelter Ubiquitinierung aktiv (Salghetti et al.,

2001). Der Transkripitionsfaktor MET4 wird hingegen nach SCFMET30-vermittelter

Ubiquitinierung durch Inhibition einer Koaktivatorbindung oder durch proteasomalen

Abbau abgeschaltet (Kaiser et al., 2000; Kuras et al., 2002).

Eine in ihrem Mechanismus noch unverstandene, aber essentielle Funktion

kommt der Ausbildung von speziellen, über das Lysin K63 des Ubiquitins verknüpften

Ketten während der DNA-Reparatur zu (Spence et al., 1996). Nach DNA-Schädigung

wird das schon erwähnte UBC13/MMS2-Heterodimer in den Zellkern transportiert,

wo es in einen heteromeren Komplex mit den RING-Finger-Proteinen RAD5 und

RAD18 sowie dem UBC-Protein RAD6 inkorporiert wird (Ulrich und Jentsch, 2000).

Dies führt zur regulierten Ubiquitinierung des Polymerase-Kooperativitätsfaktors

PCNA und könnte für die Rekrutierung spezieller Polymerasen verantwortlich sein

(Höge et al., 2002).
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2. Das 26S-Proteasom

2.1 Das 26S-Proteasom kann Ubiquitinkonjugate erkennen und
abbauen

Obwohl die genannten Beispiele verdeutlichen, daß die Ubiquitinierung eines

Proteins nicht zwangsläufig dessen Abbau nach sich ziehen muß, kommt diesem

Vorgang eine zentrale Bedeutung zu. Der Großteil aller Proteine wird in Eukaryonten

nach Ubiquitinierung durch das 26S-Proteasom abgebaut (Hochstrasser, 1996). Das

Proteasom ist eine selbstkompartimentalisierte Protease, die aus einem 20S-

Kernpartikel und zwei axialen 19S-Regulatorkappen besteht (Baumeister et al.,

1998). Das 20S-Kernpartikel konstituiert sich aus vier gestapelten Ringen mit je

sieben zueinander homologen Untereinheiten (Groll et al., 1997). Während die

katalytisch aktiven Threoninreste in β-Typ-Untereinheiten der beiden mittleren Ringe

zu finden sind, beschränken N-terminale Extensionen der äußeren α-Typ-

Untereinheiten den Zugang zur proteolytischen Kammer (Groll et al., 2001). Der

zentrale Kanal des Proteasoms wird ATP-abhängig durch die AAA-ATPase RPT2

des 19S-Aufsatzes geöffnet (Köhler et al., 2001). Dies erklärt zusammen mit der

energiegetriebenen Entfaltung ubiquitinierter Proteine und deren RPN11-abhängigen

Deubiquitinierung den ATP-Verbrauch des eigentlich exergonischen Proteinabbaus

(Braun et al., 1999; Yao und Cohen, 2002).

In der Regel degradiert das 26S-Proteasom Proteine, die über eine mindestens

vier Moleküle lange Ubiquitinkette verfügen (Chau et al., 1989; Thrower et al., 2000).

Ubiquitinkonjugate können durch mehrere Untereinheiten des 19S-Regulators

erkannt werden. Sowohl gereinigtes RPN10-Protein als auch die AAA-ATPase RPT5

konnten mit photoreaktiven Ubiquitinkonjugaten quervernetzt werden (van Nocker et

al., 1996; Lam et al., 2002; Elsasser et al., 2002). RPN10 verliert jedoch nach

Inkorporation in das 26S-Proteasom seine hohe Ubiquitinaffinität, sodaß stattdessen

RPT5 als primärer proteasomaler Akzeptor ubiquitinierter Proteine angesehen wird

(Lam et al., 2002; Elsasser et al., 2002). Der 19S-Aufsatz des Proteasoms vermittelt

neben der Erkennung der Ubiquitinkonjugate zugleich deren Entfaltung und

ermöglicht so den spezifischen Transfer eines entfalteten Substratproteins in die

proteolytische Kammer (Braun et al., 1999; Strickland et al., 2000). Innerhalb des

Proteasoms wird das Substrat üblicherweise zu Peptiden mit einer Länge von etwa

10 Aminosäuren verdaut. Die Ubiquitinkette wird zuvor durch Ubiquitin-Hydrolasen

abgespalten, damit Ubiquitin effektiv wiederverwendet werden kann (Wilkinson und

Hochstrasser, 1998; Yao und Cohen, 2002; Verma et al., 2002).

Es wurden bereits viele Substrate des proteasomalen Abbaus beschrieben.

Falsch gefaltete Proteine des Zytosols werden durch Chaperone der Hsp70-Familie
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erkannt und können über das Adaptorprotein CHIP dem Ubiquitin/Proteasom-System

zugeführt werden (Connell et al., 2001; Meacham et al., 2001). Ebenso werden

fehlerhaft gefaltete oder kurzlebige Proteine des Endoplasmatischen Retikulums

nach Retrotranslokation  ins Zyotosol Ubiquitin/Proteasom-abhängig abgebaut

(Sommer und Jentsch, 1993; Ye et al., 2001; Braun et al., 2002). Der Zellzyklus wird

unter anderem durch zeitlich regulierten, APC/C- und SCF-Komplex-kontrollierten

proteasomalen Abbau der Zykline und des Anaphase-Inhibitors Securin gesteuert

(Peters, 2002; Wäsch und Cross, 2002). Auch die Aktivität mehrerer

Transkriptionsfaktoren wie p53, MATα2 oder MET4 unterliegt der Kontrolle des

Ubiquitin/Proteasom-Systems (Chen et al., 1993; Honda et al., 1997; Kurras et al.,

2002). Dies verdeutlicht, daß der proteasomale Abbau von Proteinen einen zentralen

Aspekt zellulärer Regulation darstellt.

2.2 Das 26S-Proteasom kann Proteine prozessieren

Das 26S-Proteasom ist eine hochkooperative Protease, die ihre Substratproteine zu

kurzen Oligopeptiden verdaut. Umso überraschender war der Befund, daß manche

ubiquitinierte Proteine zwar vom Proteasom erkannt, aber nur partiell abgebaut

werden. Dies wurde zuerst beim heterodimeren Transkriptionsfaktor NF-κB

beschrieben, dessen eine Untereinheit als inaktives 105 kDa-Vorläuferprotein (p105)

synthetisiert wird (Fan und Maniatis, 1991; Palombella et al., 1994). NF-κB p105

kann ko- und posttranslational in einer ubiquitinabhängigen Reaktion durch das 26S-

Proteasom zu einer kürzeren 50 kDa-Form prozessiert werden (Lin et al., 1998; Lin

et al., 2000; Xiao et al., 2001). Während die N-terminale transkriptionsaktivierende

Domäne des Proteins vor proteasomalem Verdau geschützt ist, kann der

prozessierte C-Terminus aufgrund des effektiven Abbaus nicht detektiert werden. Es

wurde eine interne, glycinreiche und vermutlich unstrukturierte Region identifiziert,

die für die proteasomale Prozessierung benötigt wird (Lin und Ghosh, 1996; Betts

und Nabel, 1996). Zunächst wurden Modelle diskutiert, die von einem vektoriellen

Transfer des p105-Vorläufers in das Proteasom ausgehen, der durch eine

undefinierte „Stop-Transfer-Sequenz“ abgebrochen wird (Orian et al., 1999;

Ciechanover et al., 2001). Dies ist jedoch aufgrund der beobachteten

kotranslationalen Prozessierung, in deren Verlauf der C-Terminus noch nicht

synthetisiert ist bzw. im Ribosom geschützt vorliegt, unwahrscheinlich.

Neben NF-κB wurden weitere durch das Proteasom prozessierte Proteine

identifziert (Ingham, 1998; Hoppe et al., 2000; Nourredine et al., 2002). Diese wurden

in unterschiedlichen Organismen wie S. cerevisiae, D. melanogaster oder H. sapiens

gefunden. Da NF-κB auch bei heterologer Expression in S. cerevisiae korrekt

prozessiert wird, ist der Mechanismus dieser Reaktion vermutlich konserviert (Sears
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et al., 1998). Interessanterweise handelt es sich bei allen bisher bekannten

Prozessierungssubstraten um Transkriptionsfaktoren: NF-κB, Cubitus interruptus in

Drosophila melanogaster und die im Zentrum dieser Arbeit stehenden SPT23 und

MGA2 in S. cerevisiae.

3. Der OLE-Weg in Saccharomyces cerevisiae

3.1 SPT23 und MGA2 sind membranständige, proteasomal
prozessierte Transkriptionsaktivatoren

SPT23 und MGA2 sind zueinander homologe Proteine der Bäckerhefe, die neben

einer zentralen IPT-Domäne zwei Ankyrin-Wiederholungen und eine C-terminale

Transmembranhelix besitzen (Abb. 1-4a). Beide Proteine werden als 120 kDa-

Vorläuferformen synthetisiert und in der Membran des Endoplasmatischen

Retikulums verankert (Hoppe et al., 2000). Da SPT23 und MGA2 jedoch als

Transkriptionsaktivatoren im Zellkern wirken (Zhang et al., 1999), müssen sie durch

membranständige Prozessierung aktiviert werden.

Es wurden bereits mehrere membranverankerte Transkriptionsaktivatoren

beschrieben, die durch regulierte, in der Membranhelix stattfindende Prozessierung

(RIP, regulated intramembrane proteolysis) aktiviert werden (Brown et al., 2000;

Hoppe et al., 2001). Dieser Prozeß wurde zuerst bei SREBP-1 (sterol response

element binding protein-1) charakterisiert. Sterolmangel induziert eine

Konformationsänderung des Sensors SCAP, der dadurch von seinem Inhibitor

INSIG-1 dissoziiert (Yang et al., 2002, Brown et al., 2002). SCAP bindet das integrale

Membranprotein SREBP-1 und fördert dessen Transport zum Golgi-Apparat, wo

SREBP-1 durch zwei sequentiell wirkende Proteasen gespalten wird (Sakai et al.,

1998; Brown et al., 2000). Das von der Membran freigesetzte N-terminale SREBP-1-

Fragment aktiviert im Nukleus die Transkription von Genen, die für die Synthese von

Membranlipiden benötigt werden. Ähnlich regulierte Proteine, deren durch RIP

erzeugte, lösliche Fragmente als Transkriptionsfaktoren wirken, sind Notch, APP und

der ER-Streßfaktor ATF6 (Schroeter et al., 1998; Zhang et al., 2000; Ye et al., 2000;

Cao und Sudhoff, 2001; Ebinu und Yankner, 2002).

Im Gegensatz dazu werden SPT23 und MGA2 nicht durch RIP, sondern durch

regulierte Ubiquitin/Proteasom-abhängige Prozessierung (RUP) aktiviert (Hoppe et

al., 2000; Abb. 1-4). SPT23 und MGA2 werden durch die HECT-Ubiquitin-Ligase

RSP5 an der Membran des Endoplasmatischen Retikulums erkannt und ubiquitiniert.

Dies führt zur proteasomalen Spaltung der Vorläuferproteine, wodurch ein lösliches

90 kDa großes Fragment (p90) von der Membran freigesetzt wird. SPT23 p90 wird in

den Zellkern transportiert, wo es die Transkription des essentiellen Gens OLE1
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aktiviert (Zhang et al., 1999). OLE1 kodiert eine ∆9-Fettsäuredesaturase, die

Doppelbindungen in gesättigte Fettsäuren einführt und damit die Fluidität

intrazellulärer Membransysteme reguliert (Stukey et al., 1989). Interessanterweise

wird die Prozessierung von SPT23 durch Produkte der von OLE1-katalysierten

Reaktion, ungesättigte Fettsäuren (UFAs), inhibiert (Abb. 1-4b). Dieses von SPT23

und MGA2 kontrollierte Regulon wird im folgenden als OLE-Weg bezeichnet.

Abbildung 1-4: Der OLE-Weg der Bäckerhefe. a. Domänenstruktur der homologen

Transkriptionsfaktoren SPT23 und MGA2 (IPT: Ig-like/Plexins/Transcription factors; ANK: Anykrin-

Wiederholungen; TM: Transmembranhelix). b. Die Expression der essentiellen Fettsäuredesaturase

OLE1 wird durch den Transkriptionsfaktor SPT23 und dessen Homologes MGA2 kontrolliert.

SPT23/MGA2 sind ursprünglich integrale Proteine der ER-Membran und werden nach RSP5-

abhängiger Ubiquitinierung durch das 26S-Proteasom prozessiert. Der prozessierte

Transkriptionsfaktor wird anschließend in den Zellkern transportiert. Die Produkte der von OLE1

katalysierten Reaktion, ungesättigte Fettsäuren (UFAs), inhibieren die Prozessierung von SPT23.

3.2 Der OLE-Weg der Hefe ist streng reguliert

Das durch SPT23 regulierte Protein OLE1 ist die einzige Fettsäuredesaturase in S.

cerevisiae. Das ER-ständige Protein führt Doppelbindungen an der C9,10-Stelle des

Fettsäurerückgrates der Membranlipide ein und katalysiert so die Bildung

ungesättigter Fettsäuren (Stukey et al., 1989). Die korrekte Lipidzusammensetzung

intrazellulärer Membransysteme ist essentiell für viele wichtige Prozesse, unter

anderem für die intrazelluläre Zielsteuerung von Proteinen, für die geregelte

Auslösung der Hitzeschockantwort und die Aktivität integraler Membranproteine

(Carratù et al., 1996; van der Heide und Poolman, 1998; Vigh et al., 1998). OLE1 ist

daher ein essentielles Gen, dessen Misregulation pleiotrope Defekte im
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Kerntransport, der Verteilung von Mitochondrien oder in der Funktion des

Endoplasmatischen Retikulums verursacht. Die Aktivität von OLE1 ist deshalb streng

reguliert.

Bei niedrigen Temperaturen ist die OLE1-Transkription gesteigert, da vermehrt

hergestellte ungesättigte Fettsäuren die Membranflexibilität erhöhen (Nakagawa et

al., 2002). In gleicher Weise wirkt sich ein Mangel des Kofaktors Sauerstoff auf die

SPT23/MGA2-gesteuerte Transkription von OLE1 aus, da die spezifische Aktivität

des Enzyms OLE1 unter diesen Bedingungen erniedrigt ist. (Jiang et al., 2001). Im

Gegensatz dazu wird bei guter Versorgung mit ungesättigten Fettsäuren die SPT23-

Prozessierung inhibiert, um die Menge des aktiven Transkriptionsfaktors im Zellkern

zu erniedrigen (Hoppe et al., 2000). Dennoch synthetisierte OLE1 mRNA wird in

Gegenwart erhöhter UFA-Konzentrationen schnell abgebaut, während sie bei UFA-

Mangel stabiler ist (Gonzalez und Martin, 1996). Zusätzlich ist OLE1 ein kurzlebiges

Protein, dessen proteasomale Degradation ebenfalls durch die Lipid-

zusammensetzung der Membranen reguliert zu sein scheint (Braun et al., 2002).

Aufgrund dieses komplexen Netzwerks, des OLE-Wegs, vermag es die Hefezelle,

die Menge an OLE1-Protein und damit die Beschaffenheit der Membranen schnell

den gegebenen Umweltbedingungen anzupassen.
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Zielsetzung der Arbeit

Die Transkriptionsfaktoren SPT23 und MGA2 werden als ER-ständige, inaktive

Vorläuferproteine synthetisiert und durch regulierte Ubiquitin/Proteasom-abhängige

Prozessierung (RUP) aktiviert. Dieser ungewöhnliche Aktivierungsweg wurde bisher

nur für wenige Proteine beschrieben und war in seinem Mechanimus noch wenig

verstanden. Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, die mechanistische Grundlage

der proteasomalen Prozessierung zu analysieren.

Es sollten zunächst SPT23-Bindungspartner isoliert und auf ihre Funktion bei

der Prozessierung des Transkriptionsfaktors untersucht werden. Im Zuge dieser

Arbeiten wurde schnell deutlich, daß die Aktivierung von SPT23 eng mit dessen

proteasomaler Degradation verknüpft ist. Es sollte daher zusätzlich die enzymatische

Maschinerie des Abbauweges näher beleuchtet und in Bezug zur

Aktivierungsreaktion gesetzt werden.
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Ergebnisse

1. Regulation der SPT23-Prozessierung durch
Dimerisierung

1.1 SPT23 interagiert direkt mit der Ubiquitin-Ligase RSP5

Der Transkriptionsfaktor SPT23 wird als integrales ER-Membranprotein synthetisiert

und durch regulierte Ubiquitin/Proteasom-abhängige Prozessierung (RUP) aktiviert

(Hoppe et al., 2000). SPT23 kontrolliert die Transkription von OLE1, der essentiellen

∆9-Fettsäuredesaturase der Hefe (Stukey et al., 1989; Zhang et al., 1999). Die

Produkte der von OLE1 katalysierten Reaktion, ungesättigte Fettsäuren (UFAs),

inhibieren die SPT23-Prozessierung. Um den Mechanismus dieser ungewöhnlichen

Reaktion genauer zu verstehen, wurde nach Interaktionspartnern von SPT23 im

Zwei-Hybrid-System gesucht (James et al., 1996). Vollängen-SPT23 ist im Zwei-

Hybrid-System autoaktivierend. Es wurde daher ein Konstrukt verwendet, dessen

beschriebene Transkriptionsaktivierungsdomäne, die Transmembranhelix, sowie die

ER-lumenale Domäne deletiert waren (SPT23∆TAD∆TM). Nach Testen von SPT23∆TAD∆TM

gegen eine Hefegenbank konnten mehrere Interaktoren isoliert werden (Tab. 2-1).

Für die nachfolgenden Studien waren vor allem die Interaktion von SPT23 mit der

Ubiquitin-Ligase RSP5 und die Wechselwirkung von SPT23 mit sich selbst von

Bedeutung.

Tabelle 2-1: SPT23-Interaktoren, die in einem Zwei-Hybrid-Screen isoliert wurden.

Interaktor Zelluläre Funktion (wenn bekannt)

RSP5 HECT-Ubiquitin-Ligase

SPT23 Membranständiger Transkriptionsfaktor (Zhang et al., 1999; Hoppe

et al., 2000)

CKI1 Cholin-Kinase; reguliert den geschwindigkeitsbestimmenden

Schritt der Synthese des Glyzeridrückgrates der Membranlipide

(Kim et al., 1999)

RGA2 Rho-GTPase-aktivierendes Protein, besitzt LIM-Domänen

Die essentielle Ubiquitin-Ligase RSP5 ist für die Prozessierung von SPT23 an der

ER-Membran notwendig (Hoppe et al., 2000). RSP5 besitzt eine N-terminale C2-

Domäne, drei zentrale WW-Domänen, und eine C-terminale, katalytisch aktive

HECT-Domäne (Abb. 2-1). C2-Domänen interagieren Ca2+-abhängig mit

Membranlipiden, während WW-Domänen als Substratbindestellen mehrerer Proteine
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charakterisiert wurden (Rizo und Südhof, 1998; Lu et al., 2002; Chang et al., 2000).

Alle im Zwei-Hybrid-Screen isolierten RSP5-Klone enthielten die dritte WW- sowie

die HECT-Domäne (Abb. 2-1a). Da die isolierten WW-Domänen von RSP5 mit

SPT23∆TAD∆TM wechselwirken, wird die HECT-Domäne für die Interaktion des E3s mit

dem Substrat SPT23 nicht benötigt. Damit konnte die dritte WW-Domäne von RSP5,

die die einzig essentielle Substratbindedomäne dieser Ubiquitin-Ligase ist

(Matuschewski, 1998), als SPT23-Erkennungsdomäne identifiziert werden. RSP5-

Deletionsmutanten können durch die Endprodukte des OLE-Wegs, ungesättigte

Fettsäuren, gerettet werden (Hoppe et al., 2000). Bindung und Ubiquitinierung des

SPT23-Transkriptionsfaktors stellen daher die essentielle Funktion der RSP5-

Ubiquitin Ligase unter normalen Wachstumsbedingungen dar.

Abbildung 2-1: SPT23 interagiert mit der Ubiquitin-Ligase RSP5. a. RSP5 wurde als Interaktor von

SPT23 in einem Zwei-Hybrid-Screen isoliert. Anschließend wurden verkürzte RSP5-Konstrukte gegen

SPT23∆TAD∆TM getestet. Die allen mit SPT23 wechselwirkenden Konstrukten gemeinsame dritte WW-

Domäne von RSP5 ist grau hinterlegt. b. RSP5 erkennt eine Sequenz in SPT23, die zwischen den

konservierten IPT- und Ankyrin-Domänen liegt. Die angegebenen SPT23-Deletionskonstrukte wurden

im Zwei-Hybrid-System gegen die isolierten WW-Domänen von RSP5 getestet. Die für die Interaktion

mit RSP5 wichtige SPT23-Domäne ist grau hinterlegt. c. Deletion der RSP5-Bindestelle verhindert die

proteasomale Prozessierung von SPT23. MycSPT23 bzw. mycSPT23∆RBD wurden in Wildtyphefen

exprimiert und nach denaturierender Gelelektrophorese im anti-myc-Immunoblot analysiert.

In einer begleitenden Studie wurde die SPT23-Region charakterisiert, die von RSP5
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erkannt wird (Abb. 2-1b). Deletionsanalysen zeigen, daß RSP5 eine SPT23-Sequenz

zwischen den konservierten IPT- und Ankyrin-Domänen bindet. Interessanterweise

ist diese Region reich an Prolin- und Serin/Threoninresten und ähnelt dem für die

WW-Domänen der Prolylisomerase Pin1 beschriebenen Substratbindungsmotiv (Lu

et al., 1999). Wird diese Domäne, im folgenden als RBD (RSP5-Bindungsdomäne)

bezeichnet, in einem SPT23-Expressionskonstrukt deletiert, kann kein prozessiertes

SPT23 p90 nachgewiesen werden (Abb. 2-1c). Die spezifische Erkennung einer

prolin- und serin- / threoninreichen Region von SPT23 durch die dritte WW-Domäne

von RSP5 ist daher für die SPT23-Prozessierung essentiell.

1.2 Die zentrale IPT-Domäne wird für die Dimerisierung und
Prozessierung von SPT23 benötigt

Als weiterer Interaktor des SPT23∆TAD∆TM-Konstruktes wurden mehrere N-terminal

verkürzte SPT23-Klone isoliert. Sämtliche im Zwei-Hybrid-Screen identifizierten

SPT23-Konstrukte enthielten die zentrale IPT-(Ig-like/plexin/transcription factor)-

Domäne, deren Deletion zum Verlust der Dimerisierung führt (Abb. 2-2a). Im

Gegensatz dazu interagieren zwei isolierte IPT-Domänen. Dies bedeutet, daß SPT23

über direkte IPT-IPT-Wechelwirkung dimerisieren kann.

Um die Bedeutung der Dimerisierung für die Prozessierung zu untersuchen,

wurde SPT23 mit deletierter IPT-Domäne (SPT23∆IPT) in Hefezellen exprimiert (Abb.

2-2b). In Kontrast zum Wildtyp wird SPT23∆IPT nicht prozessiert. SPT23∆IPT wird

jedoch korrekt in Membranen inseriert, interagiert im Zwei-Hybrid-System mit der

Ubiquitin-Ligase RSP5 und wird durch das 26S-Proteasom ohne Intermediate

abgebaut (Abb. 2-2c; Daten nicht gezeigt). Diese Daten legen daher den Schluß

nahe, daß die Dimerisierung die N-terminale Domäne des Proteins vor

proteasomalem Abbau schützt.

Die für Dimerisierung und Prozessierung von SPT23 essentielle IPT-Domäne

ist zu einem Bereich der Rel-Homologie-Domäne in NF-κB homolog (Abb. 2.2d). In

der Kristallstruktur von NF-κB p50 wurde dieser Bereich als

Dimerisierungsoberfläche identifiziert (Müller et al., 1995). Deletionen in dieser

Region verhindern ebenso die Prozessierung von NF-κB (Lin et al., 2000). Es kann

daher davon ausgegangen werden, daß Dimerisierung auch für die NF-κB-

Prozessierung notwendig ist. Der Mechanismus proteasomaler Prozessierung

scheint zwischen SPT23 und NF-κB konserviert zu sein.
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Abbildung 2-2: Die Dimerisierung von SPT23 ist für die Prozessierung essentiell. a.

Charakterisierung der SPT23-Selbstinteraktion im Zwei-Hybrid-System. Die Interaktion erfolgt durch

Wechselwirkung der konservierten IPT-Domäne. Mehrere SPT23-Deletionskonstrukte wurden gegen

SPT23∆TAD∆TM bzw. gegen die isolierte IPT-Domäne getestet. Interaktoren sind durch +

gekennzeichnet. Konstrukte, die keine Wechselwirkung zeigten, sind durch - markiert. b. Die Deletion

der für die Dimerisierung essentiellen IPT-Domäne verhindert die Prozessierung von SPT23.
mycSPT23HA und mycSPT23∆IPT/HA wurden in Wildtyphefen exprimiert und nach denaturierender

Gelelektrophorese im anti-myc-Immunoblot detektiert. c. SPT23∆IPT wird korrekt in Membranen

inseriert. Membranfraktionen von mycSPT23HA- und mycSPT23∆IPT/HA-exprimierenden Hefezellen wurden

durch Zentrifugation isoliert und im anti-myc-Immunoblot analysiert. Als Marker des

Endoplasmatischen Retikulums wurde das integrale Membranprotein DPM1 detektiert. T bezeichnet

das Gesamtlysat, S die lösliche Fraktion und P das isolierte Membranpellet. d. Die

Dimerisierungsdomäne von SPT23 ist homolog zur IPT-Domäne von NF-κB1 (p105) und NF-κB2

(p100). Aus der Kristallstruktur von NF-κB1 p50 bestimmte Aminosäuren, die zur Dimerisierung

beitragen, sind mit einem Stern gekennzeichnet. Deletion von NF-κB1-Regionen, die dessen

Prozessierung verhindern, sind durch den Balken markiert (Müller et al., 1995; Lin et al., 2000).

1.3 Dimerisierung und Prozessierung führen zur Bildung stabiler
SPT23 p90/p120-Komplexe

Die Prozessierung von SPT23 führt zum Abbau des Membranankers und ist daher

eine Voraussetzung für den Transport des Transkriptionsfaktors in den Zellkern.

Dementsprechend kann der prozessierte Transkriptionsfaktor in Membranfraktio-

nierungen in der löslichen Fraktion nachgewiesen werden (Abb. 2-3a)

Überraschender-weise wurde jedoch ein beträchtlicher Anteil von SPT23 p90

weiterhin in der Membranfraktion gefunden. Diese SPT23 p90-Subpopulation war

peripher mit der Membran assoziiert, da sie neben Detergenzbehandlung auch durch

Karbonatpuffer von der Membran gewaschen werden konnte. Interessanterweise
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wurde membranassoziiertes SPT23 p90 nicht durch Inkubation in Hochsalzpuffern

(bis zu 2.5M Natriumchlorid) von der Membran losgelöst (Abb. 2-3b). Dies deutet auf

eine außerordentlich stabile, möglicherweise hydrophobe Wechselwirkung als

Ursache der Membranassoziation hin.

Abbildung 2-3: SPT23 p90 assoziiert stabil mit Vollängen-SPT23 an der ER-Membran. a.

Membranfraktionierung von mycSPT23HA. SPT23 p90 wurde im anti-myc-Immunoblot sowohl in der

löslichen Fraktion (S) als auch im Membranpellet (P) detektiert. Alkalische Extraktion und

Detergenzbehandlung der Membranfraktion zeigt, daß SPT23 p90 peripher mit der Membran

assoziiert ist. Als Marker der Membranfraktionen wurde das integrale ER-Membranprotein DPM1 im

anti-DPM1-Immunoblot nachgewiesen. b. SPT23 p90 ist stabil an die ER-Membran gebunden.

Membranfraktionen von mycSPT23HA-exprimierenden Zellen wurden durch Zentrifugation isoliert und

mit Puffern mit steigenden NaCl-Konzentrationen (0.15 - 2.5M) gewaschen. Dadurch läßt sich
mycSPT23HA p90, das im anti-myc-Immunoblot detektiert wurde, nicht von der Membran lösen. c.

SPT23 p90 bindet SPT23 p120. mycSPT23HA p120 wurde spezifisch mit anti-HA-Antikörpern aus

solubilisierten Membranfraktionen gefällt. In anti-myc-Immunoblots läßt sich äquimolar p90

nachweisen, welches daher durch die Interaktion mit SPT23 p120 an der Membran zurückgehalten

wird. T zeigt 10 % des eingesetzten Zellysats. C zeigt eine Immunpräzipitation aus gleichen

Zellextrakten, die mit unspezifischen IgGs durchgeführt wurde.

Die Interaktion von SPT23 im Zwei-Hybrid-System, die Notwendigkeit der

Dimerisierung für die Prozessierung und die stabile Assoziation bereits prozessierter

SPT23-Moleküle mit der ER-Membran ließen vermuten, daß SPT23 p90 durch

Interaktion mit Vollängen-SPT23 an der Membran zurückgehalten wird. Um diese

Hypothese zu überprüfen, wurde der Transkriptionsfaktor aus Membranfraktionen

immunpräzipitiert. SPT23 wurde N-terminal mit einem myc- und C-terminal mit einem

HA-Epitop markiert. Anti-HA-Antikörper erkennen nur Vollängen-SPT23, während

anti-myc-Antikörper Vollängen- und prozessiertes SPT23 detektieren. Es wurden

Membranen aus mycSPT23HA-exprimierenden Hefezellen isoliert und mit N-Dodecyl-

Maltosid schonend solubilisiert (Seelert et al., 2000). SPT23 p120 wurde

anschließend spezifisch durch anti-HA-Antikörper gefällt. Die Immunpräzipitate, die

in anti-myc-Immunoblots analysiert wurden, enthielten Vollängen- und prozessiertes

SPT23 in ungefähr äquimolaren Mengen (Abb. 2-3c). SPT23 p90 wird demnach
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durch eine stabile Wechselwirkung mit SPT23 p120 an der Membran

zurückgehalten. Eine Störung dieser Wechselwirkung inhibiert die SPT23-

Prozessierung, so daß diese Komplexe bereits vor der Prozessierungsreaktion

existieren müssen. Das Proteasom ist nicht in der Lage, die stabilen SPT23-

Komplexe zu disassemblieren, wodurch die N-terminale Domäne des

Transkriptionsfaktors vor Abbau geschützt ist. Die proteasomale Prozessierung allein

genügt daher nicht, um SPT23 zu aktiveren. Dies wirft die interessante Frage auf,

welche zelluläre Aktivität für die Loslösung von SPT23 p90 von der ER-Membran

benötigt wird.
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One Ring to rule them all, One Ring to find them,

One Ring to bring them all and in the darkness bind them.

(J.R.R. Tolkien)

2. CDC48UFD1/NPL4 mobilisiert den prozessierten
Transkriptionsfaktor SPT23 p90

2.1 UFD1 interagiert mit CDC48 und NPL4

Die Identifizierung eines Proteins mit SPT23 p90-mobilisierender Aktivität wurde

durch die Geschichte der Entdeckung der SPT23-Prozessierung erleichtert.

Überexprimiertes und C-terminal verkürztes SPT23 wurde als Suppressor der ufd1-

2-Mutante identifiziert (Hoppe et al., 2000). UFD1 ist ein lebensnotwendiges Gen der

Bäckerhefe, über dessen Funktion neben der Beteiligung am Abbau eines Ubiquitin-

Fusionsproteins (UFD, ubiquitin fusion degradation) wenig bekannt war (Johnson et

al., 1995). Als UFD1-Interaktoren waren allerdings die Proteine CDC48 (T. Hoppe,

pers. Mitteilung) und NPL4 identifiziert worden (Uetz et al., 2000).

Vor allem die AAA-ATPase CDC48 war im Hinblick auf die gesuchte SPT23

p90-Mobilisierungsaktivität von Interesse. CDC48 sowie dessen Säugerorthologes

p97 wurden in der Membranfusion und in Ubiquitin/Proteasom-abhängigen

Prozessen beschrieben (Gishlain et al., 1996; Kondo et al., 1997). Es wurde

vorgeschlagen, daß CDC48 stabile Komplexe der für die Membranfusion essentiellen

SNARE-Proteine disassemblieren kann (Patel et al., 1998; Rabouille et al., 1998).

Das essentielle Protein CDC48 wird in der Zelle in großen Mengen gebildet und

besitzt eine ringförmige, hexamere Struktur (Fröhlich et al., 1991; Zhang et al., 2000).

Es wurden mehrere Interaktoren identifiziert, die spezifisch im Ubiquitin/Proteasom-

System (UFD1, UFD2, UFD3) oder bei Membranfusionsereignissen (SHP1/p47) mit

CDC48 wechselwirken und für die Substratspezifität der AAA-ATPase verantwortlich

sein könnten (Ghislain et al., 1996; Kondo et al., 1997; Koegl et al., 1999; Meyer at

el., 2000). Über die Funktion von NPL4 war indessen nichts bekannt. Mutanten in

NPL4 weisen Defekte im Kernimport auf, die jedoch sekundärer Natur sein können

(DeHoratius und Silver, 1996).

Die Frage, ob CDC48, UFD1 und NPL4 in vivo eine funktionelle Einheit

darstellen, wurde zunächst genetisch untersucht. Dafür wurden Hefestämme mit

einer Mutation in je einem der drei Gene miteinander gekreuzt und auf synthetische

Wachstumsdefekte untersucht (Abb. 2-4a). Einzelmutanten in CDC48 (cdc48-6) und

UFD1 (ufd1-2) sind bei 34°C, eine NPL4-Mutante (npl4-1) ist bei 37°C nicht mehr
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lebensfähig. In sämtlichen Doppelmutanten ist die permissive Wachstumstemperatur

auf unter 30 °C gesenkt. Die beobachtete synthetische Lethalität deutet darauf hin,

daß die in vivo-Funktion der drei Gene eng miteinander verknüpft ist.

Abbildung 2.4: Der CDC48UFD1/NPL4-Komplex. a.  Mutanten in UFD1, NPL4 und CDC48 zeigen nach

Kreuzung synthetische Wachstumsdefekte. Die angegebenen Hefestämme wurden in serieller

Verdünnung auf YPD-Platten ausplattiert und drei Tage bei 30°C inkubiert. Alle Hefestämme sind bei

Raumtemperatur lebensfähig. b. UFD1 interagiert mit CDC48. UFD1ProtA wurde aus Lysaten von

Wildtyphefen durch IgG-Sepharose gefällt (IP). Kopräzipitierties VSVCDC48 konnte im anti-VSV-

Immunoblot nachgewiesen werden. INPUT zeigt 10% des eingesetzten Zellysats. c. NPL4 interagiert

mit UFD1 und CDC48. NPL4myc wurde aus Lysaten der angegebenen Hefestämme durch anti-myc-

Antikörper gefällt und auf kopräzipitiertes UFD1 oder CDC48 untersucht. Eine Wechselwirkung von

NPL4 und CDC48 kann in ufd1-2-Hefezellen nicht detektiert werden. Überexpression von UFD1

(UFD1 O/E) fördert dagegen die Bildung des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes. d. Hypothetisches Modell

des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes.

Die genetische Interaktion von CDC48, UFD1 und NPL4 führte zu der Annahme, daß

diese Proteine einen ternären Komplex ausbilden. Um dies zu überprüfen, wurden

Koimmunpräzipitationsanalysen durchgeführt (Abb. 2-4b,c). UFD1 wurde

chromosomal mit einem Protein A-Epitop markiert. Da UFD1ProtA-exprimierende

Hefezellen keinen Wachstumsdefekt zeigten, wurde die essentielle Funktion von

UFD1 durch die Epitopmarkierung nicht gestört. Gleiches gilt für die später

beschriebenen Hefezellen, in denen UFD1, NPL4 und CDC48 mit verschiedenen

Epitopen markiert wurden (Daten nicht gezeigt). UFD1ProtA wurde mittels IgG-

Sepharose aus Lysaten von Wilddtyphefen gereinigt. In den Immunpräzipitaten kann
VSVCDC48 detektiert werden, was die bekannte Wechselwirkung von UFD1 und

CDC48 bestätigt (Abb. 2-4b).
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NPL43myc-exprimierende Zellen wurden zusätzlich mit einem 3HAUFD1- und/oder mit

einem VSVCDC48- exprimierenden Plasmid transformiert. Anschließend wurde

NPL43myc durch anti-myc-Immunpräzipitation aus den entsprechenden Zellysaten

isoliert und auf gebundenes UFD1 bzw. CDC48 überprüft. Dabei wurde deutlich, daß

neben UFD1 auch CDC48 mit NPL4 interagiert (Abb. 2-4c). Die Wechselwirkung von

NPL4 und CDC48 ist in ufd1-2-Mutanten gestört und bei UFD1-Überexpression

vermehrt zu beobachten. Dies bedeutet, daß NPL4 mit UFD1 und CDC48 einen

ternären Komplex ausbildet, in den es durch UFD1 rekrutiert wird. Da CDC48

vermutlich die katalytische Aktivität des Komplexes bestimmt (siehe Abb. 2-10), wird

dieser im folgenden als CDC48UFD1/NPL4-Komplex bezeichnet. Eine schematische

Darstellung des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes zeigt Abbildung 2-4d.

2.2 Der CDC48UFD1/NPL4-Komplex findet sich im Zytoplasma und an
der Membran des Endoplasmatischen Retikulums

Wie bereits erwähnt, ist CDC48 für die homotypische Fusion von ER-Membranen

essentiell. Während dieses Vorgangs bindet CDC48 stabil an ER-Membranen

(Latterich et al., 1995; Patel et al., 1998). CDC48 lokalisiert zudem im Nukleus, was

durch Phosphorylierung eines C-terminalen Tyrosinrestes reguliert werden könnte

(Madeo et al., 1998; Meyer et al., 2000). Dagegen war über die Lokalisation von

UFD1 und NPL4 wenig bekannt.

Um die zelluläre Lokalisation dieser Proteine zu untersuchen, wurden UFD1

und NPL4 in WT-Zellen, in ufd1-2- (nur NPL4), npl4-1- (nur UFD1)  und in cdc48-6-

Mutanten chromosomal mit einem myc-Epitop fusioniert. Die entsprechenden

Hefestämme wurden in der exponentiellen Wachstumsphase mit Formaldehyd fixiert

und durch indirekte anti-myc-Dekonvolutionsimmunfluoreszenz analysiert (Abb. 2-

5a). UFD13myc akkumuliert im Zellkern, während NPL43myc sich im Zellkern sowie

unregelmäßig an der Peripherie des Nukleus befindet. Die Lokalisation von NPL4

stimmt mit der beschriebenen Assoziation des Proteins mit der Kernpore überein

(DeHoratius und Silver, 1996; Hitchcock et al., 2001). Im Gegensatz zu UFD13myc ist

die zelluläre Lokalisation von NPL43myc in ufd1-2- sowie in cdc48-6-Mutanten

verändert. NPL43myc zeigt in cdc48-6-Mutanten eine diffuse Akkumulation innerhalb

des Zellkerns, während in ufd1-2-Mutanten ein auffällige zytoplasmatische

Mislokalisation des Proteins zu beobachten ist. Die Bindung an UFD1 bestimmt

daher die intrazelluläre Lokalisation von NPL4 und erlaubt dessen Rekrutierung in

den CDC48UFD1/NPL4-Komplex.
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Abbildung 2-5: Der CDC48UFD1/NPL4-Komplex lokalisiert vermehrt im Zellkern und an der

Membran des Endoplasmatischen Retikulums. a. Intrazelluläre Lokalisation von UFD1 und NPL4.

UFD1 und NPL4 wurden in den angegebenen Hefestämmen mit einem myc-Epitop fusioniert und

nach Fixierung durch indirekte anti-myc-Dekonvolutionsimmunfluoreszenzmikroskopie detektiert. b.

Lokalisation des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes im Sukrosegradienten. Die Fraktionen eines 18-54%-

Sukrosegradienten wurden auf Epitop-markierte Proteine des Komplexes mit Hilfe spezifischer

Immunoblots untersucht. Fraktionen des Endoplasmatischen Retikulums wurden aufgrund der

Immunreaktivität gegen das integrale ER-Membranprotein DPM1 identifiziert.

Mit Hilfe der Immunfluoreszenzdaten konnte eine Assoziation des gesamten

CDC48UFD1/NPL4-Komplexes mit der ER-Membran nicht geklärt werden. Es wurden

daher Lysate von HAUFD1-, VSVCDC48- und NPL4ProtA-exprimierenden Hefezellen im

Sukrosegradienten aufgetrennt. Alle Proteine des Komplexes kofraktionierten (Abb.

2.5b). Sie wurden in löslichen Fraktionen und in Fraktionen, die immunreaktiv gegen

das integrale ER-Membranprotein DPM1 sind, detektiert. Der ternäre CDC48UFD1/NPL4-

Komplex findet sich daher im Zytoplasma sowie an der Membran des

Endoplasmatischen Retikulums. Somit kolokalisiert CDC48UFD1/NPL4 mit SPT23

p120/p90-Komplexen.

2.3 Alle Komponenten des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes sind
Bestandteile des Ubiquitin/Proteasom-Systems

UFD1 und CDC48 werden für den Abbau des synthetischen Substrates Ubiquitin-

Prolin-βGalaktosidase (Ubi-Proβgal) benötigt (Johnson et al., 1995; Ghislain et al.,

1996). Durch den Prolinrest wird die Abspaltung des N-terminal fusionierten

Ubiquitins durch Ubiquitin-Hydrolasen verlangsamt, sodaß Ubi-Proβgal als

monoubiquitiniertes Protein in S. cerevisiae exprimiert wird (Bachmair et al., 1986).

Es wird jedoch schnell durch Komponenten des UFD-Weges erkannt,

multiubiquitiniert und durch das 26S-Proteasom abgebaut (Johnson et al., 1995). Um

zu überpüfen, ob neben UFD1 und CDC48 auch NPL4 für den Abbau von Ubi-

Proβgal benötigt wird, wurden Pulse-Chase-Experimente durchgeführt. Die Menge

an 35S-markiertem Ubi-Proβgal wurde in einer Chase-Periode von 30 Minuten durch

Immunpräzipitation gegen βGalaktosidase analysiert (Abb. 2-6a). Ubi-Proβgal ist in
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npl4-1-Mutanten analog zu ufd1-2-Mutanten in ubiquitinierter Form stabilisiert. Dies

wurde ebenso für cdc48-6-Mutanten beschrieben (Ghislain et al., 1996; Koegl et al.,

1999). Dies bedeutet, daß der gesamte CDC48UFD1/NPL4-Komplex für den Abbau

dieses Substrats benötigt wird.

Abbildung 2-6: Der gesamte CDC48UFD1/NPL4-Komplex wird zum Abbau eines oligomeren

Modellsubstrates benötigt. a. Pulse-Chase-Analyse der Stabilität des oligomeren Proteins Ubi-

Proβgal in WT-Zellen und in ufd1-2- und npl4-1-Mutanten. 35S-markiertes Ubi-Proβgal wurde nach

Zugabe nichtradioaktiven Methionins zu verschiedenen Zeitpunkten mit anti-βgal-Antikörpern

immunpräzipitiert und nach denaturierender Gelelektrophorese im Autoradiogramm analysiert. Der

Stern markiert ein charakteristisches Zwischenprodukt des Abbaus von Ubi-Proβgal. b. Promoter-

Shutoff-Analyse der Stabilität des monomeren Modellsubstrates Ubi-DHFRmyc in WT, ufd1-2- und

cdc48-6-Hefezellen. Zu den angegeben Zeitpunkten nach Wechsel zu glukosehaltigem Medium

wurden Proben entnommen und nach denaturierender Proteinfällung und Gelelektrophorese im anti-

myc-Immunoblot analysiert. Der Stern markiert eine kreuzreaktive Bande des anti-myc-Antikörpers.

Die Funktion des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes im Abbau ubiquitinierter Substrate

wurde mit Hilfe eines weiteren artifiziellen Substrates, Ubi-DHFR, untersucht. Im

Gegensatz zur tetrameren βGalaktosidase ist die Dihydrofolatreduktase (DHFR) ein

monomeres Protein. Ubi-DHFR wurde unter Kontrolle des GAL1,10-Promotors in

galaktosehaltigem Medium exprimiert. Dieser Promotor wird durch Zugabe von

Glukose zum Wachstumsmedium effizient reprimiert (Promoter-Shutoff). Zusätzlich

wird die Translation bereits vorhandener mRNA durch Zugabe von Cycloheximid

inhibiert. Untersucht man unter diesen Bedingungen den Abbau von Ubi-DHFR, so

erkennt man, daß es weder in ufd1-2- noch in cdc48-6-Mutanten signifikant

stabilisiert wird (Abb. 2-6b). Die Deletion des für den Abbau von Ubi-DHFR

benötigten E3-Enzyms UFD4 stabilisiert das Protein (Daten nicht gezeigt). In

Übereinstimmung damit wird CDC48UFD1/NPL4 auch für den Abbau des monomeren

Substrats Ubi-GFP nicht benötigt (Bays et al., 2001). Der CDC48UFD1/NPL4-Komplex

wirkt im Ubiquitin/Proteasom-System daher als funktionelle Einheit, deren Aktivität

primär gegen oligomere Proteine gerichtet sein könnte.
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2.4 CDC48, UFD1 und NPL4 sind Komponenten des OLE-Wegs

Aufgrund der genetischen Daten wurde bereits vermutet, daß CDC48 membran-

ständige SPT23 p90/p120-Komplexe disassemblieren könnte. Es wurde deshalb

untersucht, ob alle Komponenten der CDC48-Maschinerie für die Aktivierung des

Transkriptionsfaktors benötigt werden. SPT23 und MGA2 wurden als

Überexpressions-Suppressoren der ufd1-2-Mutante identifiziert (Hoppe et al., 2000).

In gleicher Weise ließen sich npl4-1–Mutanten durch Überexpression von C-terminal

verkürzten SPT23- und MGA2-Konstrukten retten (Abb. 2-7a). Der npl4-1-

Hefestamm kann zusätzlich durch heterologe Expression von OLE1 oder durch

Zugabe von Ölsäure zum Wachstumsmedium supprimiert werden, sodaß NPL4

eindeutig dem OLE-Weg zugeordnet werden kann (Daten nicht gezeigt).

Interessanterweise lassen sich weder npl4-1- noch ufd1-2-Mutanten durch

Überexpression von Vollängen-SPT23 retten, was auf eine essentielle Funktion des

CDC48UFD1/NPL4-Komplexes während oder nach der Prozessierung des

Transkriptionsfaktors schließen läßt. CDC48 besitzt hingegen neben seiner Funktion

im Ubiquitin/Proteasom-System eine essentielle Aufgabe in der homotypischen

Membranfusion (Latterich et al., 1995). Daher reicht die Überexpression von SPT23

oder OLE1 bzw. die Zugabe von Ölsäure zum Wachstumsmedium nicht aus, um die

cdc48-6-Mutante zu retten. Kreuzt man allerdings den cdc48-6-Hefestamm mit

thermosensitiven Mutanten der für die SPT23-Aktivierung essentiellen Ubiquitin-

Ligase RSP5 (rsp5-2), so beobachtet man einen synthetischen Wachstumsdefekt der

Doppelmutante. Dieser synthetische Effekt konnte durch Zugabe von Ölsäure zum

Wachstumsmedium unterdrückt werden konnte (Abb. 2-7b), wodurch auch CDC48

als Komponente des OLE-Wegs identifiziert wurde. Dies bedeutet, daß der gesamte

CDC48UFD1/NPL4-Komplex für die Aktivierung des SPT23-Transkriptionsfaktors benötigt

wird.

Um dies direkt zu untersuchen, wurde ein OLE1-Reporterkonstrukt hergestellt

(Abb. 2-7c). In diesem befindet sich lacZ, das das bakterielle Enzym βGalaktosidase

kodiert, unter Kontrolle des OLE1-Promotors. Analog zur Transkription von OLE1 in

vivo, wird die enzymatische Aktivität des Reporters durch Zugabe von ungesättigten

Fettsäuren zum Wachstumsmedium unterdrückt (Gonzalez und Martin, 1996; Gorr,

2001). Zudem wird die Aktivität des Reporters durch Überexpression von SPT23

oder MGA2 deutlich verstärkt (Gorr, 2001). Das OLE1-Reporterkonstrukt kann

demnach als Maß der SPT23-Aktivität dienen. Thermosensitive ufd1-2-, npl4-1- und

cdc48-6-Mutanten wurden mit dem Reporterkonstrukt transformiert und auf

Expression des Reportergens lacZ im anti-βGalaktosidase-Immunoblot untersucht

(Abb. 2-7d). Die Expression des Reporters ist in allen Mutanten nach einem Wechsel

von der permissiven (23°C) zur restriktiven (37°C) Wachstumstemperatur deutlich
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verringert. Gleiches läßt sich weder in Wildtyp-Zellen noch bei Genen, die nicht durch

SPT23 reguliert werden (PGK1), beobachten. Dies bestätigt, daß alle Komponenten

des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes für die Aktivierung von SPT23 und damit für die

Transkription von OLE1 benötigt werden.

Abbildung 2-7: Der CDC48UFD1/NPL4-Komplex besitzt eine essentielle Funktion im OLE-Weg. a.

npl4-1-Mutanten lassen sich durch Überexpression C-terminal-verkürzter SPT23-Konstrukte (z.B.

SPT231-814) retten. Vollängen-SPT23 hat keinen supprimierenden Effekt. Die mit den entsprechenden

Konstrukten transformierten npl4-1-Zellen wurden auf YPGal-Platten für 3 Tage bei 23°C bzw. bei

34°C inkubiert. Mit leerem Plasmid transformierte WT-Hefezellen dienten als Wachstumskontrolle. b.

cdc48-6 und rsp5-2-Mutanten zeigen nach Kreuzung einen synthetischen Wachstumsdefekt, der

durch Zugabe von Ölsäure zum Medium supprimiert wird. Die angebenen Hefestämme wurden drei

Tage bei 32°C auf YPD- bzw. YPD+Ölsäure-Platten inkubiert. Alle Hefestämme sind bei

Raumtemperatur lebensfähig. c. Das OLE1-Reporterkonstrukt. lacZ, das Gen des bakteriellen

Enzyms βGalaktosidase, wird unter Kontrolle des OLE1-Promotors exprimiert. d. Die Expression des

Reporters lacZ, die im anti-βgal-Immunoblot detektiert wurde, ist in Mutanten des CDC48UFD1/NPL4-

Komplexes bei der restriktiven Temperatur (37°C) verringert. Bei permissiver Temperatur (23°C) ist

kein Unterschied zu Wildtyphefen zu beobachten. Als Kontrolle wurde die Immunreaktivität gegen die

SPT23-unabhängig regulierte Phosphoglyceratkinase (PGK1) untersucht.

2.5 Der CDC48UFD1/NPL4-Komplex ist für die Prozessierung von SPT23
nicht essentiell

Der CDC48UFD1/NPL4-Komplex ist demnach für die Synthese des aktiven SPT23-

Transkriptionsfaktors in einem eng mit dessen proteasomaler Prozessierung

verknüpften Schritt essentiell. Alternativ zu einer aktiven Beteiligung an der

Prozessierung könnte CDC48 die Loslösung des prozessierten SPT23 p90 aus den

stabilen, membranständigen SPT23 p120/p90-Komplexen vermitteln.
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Um diese Möglichkeiten voneinander zu unterscheiden, wurden Zellextrakte

aus Mutanten der CDC48-Maschinerie sowie aus Deletionsmutanten der Ubiquitin-

Ligase RSP5 in Immunoblots gegen mycSPT23HA untersucht. Da die durch RSP5

katalysierte Ubiquitinierung für die Prozessierung von SPT23 essentiell ist, kann in

Extrakten der rsp5-Hefezellen kein SPT23 p90 detektiert werden (Abb. 2-8a). Im

Gegensatz dazu ist die Menge des prozessierten Transkriptionsfaktors in Mutanten

des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes im Vergleich zu Wildtyphefen kaum verringert.

Allerdings reichert sich in ufd1-2-, npl4-1- und cdc48-6-Mutanten Vollängen-SPT23

etwas an. Interessanterweise beobachtet man hier zusätzlich eine modifizierte Form

von SPT23 p120 (siehe später). Die Expressionsstudien deuten darauf hin, daß der

CDC48UFD1/NPL4-Komplex an der SPT23-Prozessierung beteiligt sein könnte, dort aber

keine essentielle Funktion einnimmt.

Abbildung 2-8: Der CDC48UFD1/NPL4-Komplex ist für die SPT23-Prozessierung nicht essentiell. a.

Expression von mycSPT23HA in der Deletionsmutante der Ubiquitin-Ligase RSP5 ( rsp5) sowie in

Mutanten des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes. SPT23 p90 kann in Mutanten der CDC48-Maschinerie, nicht

aber im rsp5-Hefestamm im anti-myc-Immunoblot detektiert werden. b. Induktion der SPT23-

Expression nach UFD1-Inaktivierung. Die Expression von mycSPT23HA in WT sowie im ufd1-2-Stamm

wurde bei 37°C (d.h. der restriktiven Temperatur des ufd1-2-Stammes) durch Zugabe von Galaktose

induziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proteinproben entnommen und im anti-myc-

Immunoblot auf SPT23 hin untersucht. Im ufd1-2-Stamm wird eine modifizierte Form des nicht-

prozessierten Transkriptionsfaktors detektiert. c. SPT23 p120 akkumuliert mono/oligoubiquitiniert in

ufd1-2-Zellen. SPT23HA und mycUbiquitin wurden in WT- und ufd1-2-Hefezellen bei 37°C exprimiert.

SPT23HA wurde aus Lysaten dieser Hefestämme unter stringenten Bedingungen durch anti-HA-

Antikörper gefällt und auf mycUbiquitin hin untersucht. Die modifizierte Bande von SPT23 p120 ist

reaktiv gegen Ubiquitin und zeigt daher mono/oligoubiquitiniertes SPT23 p120.

Diese Vermutung wurde durch Induktionsexperimente bestätigt (Abb. 2-8b). Wildtyp-

Hefen sowie ufd1-2-Mutanten wurden mit einem mycSPT23HA-Expressionskonstrukt

unter der Kontrolle des GAL1,10-Promotors transformiert und in raffinosehaltigem

Wachstumsmedium bei der für ufd1-2-Mutanten restriktiven Temperatur (37°C)

inkubiert. Um sekundäre Effekte auszuschließen, wurde dem Wachstumsmedium
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Ölsäure zugegeben, sodaß ufd1-2-Mutanten trotz des Fehlens funktionellen UFD1-

Proteins lebensfähig sind. Anschließend wurde die Expression von SPT23 durch

Wechsel zu galaktosehaltigem Wachstumsmedium induziert. Auch unter

Bedingungen, in denen UFD1 bereits zu Beginn der SPT23-Expression inaktiviert ist,

ist die Menge an prozessiertem SPT23 im Vergleich zu Wildtyphefen nicht verringert.

CDC48UFD1/NPL4 ist daher für die Prozessierung des Transkriptionsfaktors nicht

essentiell und wird für nachfolgende Schritte benötigt.

Interessanterweise wurde in ufd1-2-Mutanten eine modifizierte Form des nicht-

prozessierten Transkriptionsfaktors beobachtet. Diese Spezies ist insensitiv

gegenüber Behandlung mit Alkalischer Phosphatase und repräsentiert demnach

keine phosphorylierte Form des Transkriptionsfaktors (Daten nicht gezeigt).

Expression von mycUbiquitin und anschließende stringente Immunpräzipitation von

SPT23HA mit Hilfe monoklonaler anti-HA-Antikörper zeigte dagegen, daß es sich

hierbei um mono/oligoubiquitiniertes SPT23 p120 handelt (Abb. 2-8c). Die Funktion

der Mono/Oligoubiqutinierung ist gegenwärtig jedoch unklar.

2.6 Der CDC48UFD1/NPL4-Komplex ist für die Mobilisierung von

prozessiertem SPT23 p90 essentiell

Die bisher gezeigten Daten lassen sich wie folgt zusammenfassen: SPT23 wird an

der ER-Membran nach Dimerisierung durch das 26S-Proteasom prozessiert. Dies

resultiert in ER-ständigen, stabilen SPT23 p90/p120-Komplexen. CDC48UFD1/NPL4

bindet an ER-Membranen und wird für die vollständige Aktivierung des

Transkriptionsfaktors, nicht aber für dessen Prozessierung benötigt. Es liegt daher

nahe, daß CDC48UFD1/NPL4 den prozessierten Transkriptionsfaktor aus dessen

membranständigem Komplex mobilisieren könnte.

Einen deutlichen Hinweis darauf lieferte die Analyse der intrazellulären

Lokalisierung von SPT23 p90 (Abb. 2-9a,b). Nach Expression von mycSPT23HA kann

der prozessierte Transkriptionsfaktor durch eine gegen das N-terminale myc-Epitop

gerichteten Immunfluoreszenz detektiert werden. Mit Hilfe des C-terminalen HA-

Epitops läßt sich dagegen spezifisch SPT23 p120 nachweisen (Abb. 2-9a). Während

der prozessierte Transkriptionsfaktor in Wildtypzellen im Zellkern akkumuliert,

bestätigt die gegen den C-Terminus gerichtete anti-HA-Immunfluoreszenz die ER-

Lokalisation der Vollängenversion p120 (Abb. 2-9a). Obwohl SPT23 in ufd1-2-, npl4-

1- und cdc48-6-Mutanten prozessiert wird, kann die prozessierte Form des

Transkriptionsfaktors nicht im Zellkern beobachtet werden (Abb. 2-9b). Stattdessen

akkumuliert SPT23 p90 in allen Mutanten an der ER-Membran und ist dadurch in

Übereinstimmung mit den genetischen Experimenten inaktiv. CDC48UFD1/NPL4 wird für

die Translokation von SPT23 p90 in den Zellkern benötigt.
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Abbildung 2-9: CDC48UFD1/NPL4 ist für die Lokalisierung des prozessierten SPT23 p90 im Zellkern

essentiell. a. Lokalisierung von mycSPT23HA. Vollängen-SPT23 kann durch Immunfluoreszenz gegen

das C-terminale HA-Epitop am ER detektiert werden. Prozessiertes SPT23 p90 wird mit Hilfe des N-

terminalen myc-Epitops im Zellkern nachgewiesen. b. Lokalisierung von SPT23 p90 in WT, ufd1-2-,

npl4-1- und cdc48-6-Zellen. mycSPT23HA wurde in den entsprechenden Mutanten exprimiert und mit

Hilfe des myc-Epitops durch indirekte Immunfluoreszenz detektiert. SPT23 p90 akkumuliert in WT-

Zellen im Zellkern, in Mutanten des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes dagegen an der ER-Membran. c.

Lokalisierung mehrerer Kernimportsubstrate in npl4-1-Mutanten. mycSPT23∆TM, NLS-βGal und PAP1myc

wurden durch indirekte Immunfluoreszenz gegen das myc-Epitop bzw. gegen βGal detektiert. Die

Ergebnisse gleichen sich in ufd1-2-, npl4-1- und cdc48-6-Hefestämmen (Daten nicht gezeigt). Der

Kernimport ist in den Mutanten des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes nicht generell inhibiert.
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Die Mislokalisation von SPT23 p90 kann durch gestörten Kerntransport oder durch

inhibierte Mobilisierung aus ER-ständigen SPT23 p90/p120-Komplexen erklärt

werden. Da npl4-1 als Mutante mit defektem Kernimport isoliert wurde (DeHoratius

und Silver, 1996), wurde zunächst die Funktion des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes in

Kerntransportprozessen untersucht (Abb.2-9c). Sekundäre Effekte, die aufgrund der

Veränderung der Membranzusammensetzung nach Abschalten des OLE-Wegs

auftreten könnten, wurden durch Zugabe von Ölsäure zum Wachstumsmedium

zurückgedrängt.

Es wurde die Lokalisation mehrerer Konstrukte in ufd1-2-, npl4-1- und cdc48-6-

Mutanten analysiert: (a) NLS-βgal, in dem eine klassische Kernimportsequenz mit

dem heterologen Protein βGalaktosidase fusioniert wurde (Nehrbass et al., 1993). (b)

SPT23∆TM, in dem der Membrananker von SPT23 deletiert und der

Transkriptionsfaktor damit von der Notwendigkeit der Prozessierung befreit wurde

(Hoppe et al., 2000). (c) PAP13myc, die in Wildtyphefen sich im Zellkern befindende

PolyA-Polymerase (Preker et al., 1997). Alle untersuchten Protein akkumulieren in

Wildtyphefen im Zellkern (Daten nicht gezeigt). Diese Lokalisation ist weder in ufd1-

2-, npl4-1- noch cdc48-6-Mutanten verändert, wodurch eine essentielle Funktion des

CDC48UFD1/NPL4-Komplexes im Kerntransport der untersuchten Substrate

ausgeschlossen werden kann (Abb. 2-9c). Während prozessiertes SPT23 p90 in

Mutanten der CDC48-Maschinerie an der Membran des Endoplasmatischen

Retikulums akkumuliert, ist der Kerntransport von SPT23∆TM unter diesen

Bedingungen nicht inhibiert. Die durch den CDC48UFD1/NPL4-Komplex vermittelte

Reaktion in der Reifung des SPT23-Transkriptionsfaktors findet daher an der ER-

Membran statt. Da die SPT23-Prozessierung in Mutanten des CDC48UFD1/NPL4-

Komplexes nicht inhibiert ist, deutet dies stark auf eine CDC48-Aktivität in der

Mobilisierung des membrangebundenen, prozessierten SPT23 p90 hin.

Um die vermutete SPT23 p90-Mobilisierungsaktivität des CDC48UFD1/NPL4-

Komplexes zu analysieren, wurde ein in vitro-Mobilisierungssystem etabliert. ER-

Membranen aus mycSPT23HA-exprimierenden Hefezellen wurden durch Zentrifugation

isoliert. Sowohl UFD1 als auch NPL4 sind in diesen Membranpräparationen

vorhanden (s. Abb. 2-13). Die Membranen wurden in Gegenwart von ATP mit

steigenden CDC48-Konzentrationen kurz inkubiert und erneut zentrifugiert. Der

Anteil an gelöstem und an in der Membran zurückgehaltenem SPT23 p90 wurde

anschließend in einem anti-myc-Immunoblot analysiert (Abb. 2-10). Die Experimente

zeigen, daß sowohl Lysat von CDC48-exprimierenden Insektenzellen als auch aus

Bakterien gereinigtes CDC48 in der Lage sind, SPT23 p90 dosisabhängig von der

ER-Membran zu mobilisieren (Abb. 2-10a, b). Die Reaktion ist ATP-abhängig, da sie

durch Apyrase-vermittelte ATP-Depletion inhibiert werden kann. Ebenso kann N-

Ethylmaleimid, ein potenter Inhibitor NSF-homologer AAA-ATPasen, die



Mobilisierung von SPT23 p90 durch CDC48UFD1/NPL4

31

Mobilisierungsreaktion vollständig blockieren. Hohe Konzentrationen an Lysat von

Insektenzellen, die kein CDC48 exprimierten, oder des CDC48-Homologen VAT

zeigen keine Aktivität (Abb. 2-10a control ; Daten nicht gezeigt). Werden Membranen

aus npl4-1-Mutanten isoliert, so ist alleinige Zugabe von CDC48 weit weniger

effizient (Abb. 2-10b). Dies bedeutet, daß der gesamte CDC48UFD1/NPL4-Komplex für

die vollständige Aktivität benötigt wird. SPT23 p90 wird durch die stabile Interaktion

mit Vollängen-SPT23 an der ER-Membran zurückgehalten. Die Daten deuten darauf

hin, daß CDC48UFD1/NPL4 in der Lage ist, ATP-abhängig diese SPT23-Komplexe zu

disassemblieren. Aufgrund dieser Eigenschaft kann CDC48UFD1/NPL4 als Segregase

bezeichnet werden.

Abbildung 2-10: Mobilisierung von SPT23 p90 durch CDC48. a. Membranständige SPT23

p120/p90-Komplexe werden CDC48-abhängig disassembliert. ER-Membranen wurden durch

Zentrifugation isoliert und mit steigenden Konzentrationen CDC48 aus Insektenzellysat in Gegenwart

von ATP inkubiert. Nachdem die Reaktionen erneut in lösliche und membranassoziierte Fraktion

aufgetrennt worden waren, wurde SPT23 p90 im anti-myc-Immunoblot detektiert. Zugabe von

steigenden Mengen des Lysats CDC48-exprimierender Insektenzellen führte zu einem Transfer des

membrangebundenen SPT23 p90 in die lösliche Fraktion. CDC48 konnte durch Behandlung mit

Apyrase (d.h. durch ATP-Depletion) oder NEM inhibiert werden. Ein Kontrollextrakt hatte keine

Mobilisierungsaktivität. b. Bakteriell gereinigtes CDC48 wurde mit Membranen aus WT- oder npl4-1-

Hefezellen inkubiert. In npl4-1-Mutanten ist die Mobilisierung  durch gereinigtes CDC48 deutlich

ineffizienter.
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3. CDC48UFD1/NPL4 bindet Ubiquitin

3.1 CDC48UFD1/NPL4 bindet ubiquitinierte Proteine in vivo

Als Transkriptionsfaktor wird SPT23 in vivo nur in geringer Menge synthetisiert. Im

Gegensatz dazu gehört CDC48 zu den am stärksten exprimierten Proteinen der

Bäckerhefe (Fröhlich et al., 1991). Diese Diskrepanz läßt die Erkennung von SPT23

durch CDC48 mittels eines SPT23-spezifischen Merkmals unwahrscheinlich

erscheinen und legt die Vermutung eines redundanteren Erkennungsmotivs, z.B.

Ubiquitin, nahe.

SPT23 wird durch RSP5 ubiquitiniert und durch proteasomale Prozessierung

aktiviert. CDC48UFD1/NPL4 mobilisiert anschließend SPT23 p90 aus stabilen

membranständigen Komplexen. Um zu überprüfen, ob das von CDC48 erkannte

SPT23 p90 noch ubiquitiniert ist, wurden HisUbiquitin und mycSPT23HA in Hefezellen

koexprimiert. Die Hefezellen wurden unter denaturierenden Bedingungen

aufgeschlossen, Ubiquitinkonjugate durch Bindung an magnetische NiNTA-Perlen in

Gegenwart des Denaturierungsmittels isoliert und folgend im anti-myc-Immunoblot

auf mycSPT23HA hin untersucht. Sowohl SPT23 p120 als auch SPT23 p90 sind in den

angereicherten Ubiquitinkonjugaten nachweisbar und liegen daher zumindest

teilweise ubiquitiniert vor (Abb. 2-11a). Im Vergleich zum Totalextrakt sind beide

Gelbanden zu geringerer Mobilität verschoben, was durch die Anreicherung von

konjugiertem SPT23 im Vergleich zum nicht-konjugierten Protein bzw. durch die His-

Markierung des Ubiquitins erklärt werden kann. Interessanterweise zeigen sowohl

SPT23 p120 als auch SPT23 p90 im anti-myc-Immunoblot relativ distinkte Banden,

die ein heterogene Multiubiquitinierung beider SPT23-Formen unwahrscheinlich

erscheinen lassen. SPT23 p90 behält die Ubiquitinmodifikation auch nach der

Prozessierung und wird als mono/oligoubiquitiniertes Protein von CDC48 erkannt.

Die Ubiquitinierung von SPT23 p90 könnte jedoch erst nach der Mobilisierung

erfolgt sein, um den Abbau des löslichen SPT23 p90 zu vermitteln. Um dies zu

untersuchen, wurden SPT23 p90 und p120 aus der solubilisierten Membranfraktion

gefällt und mit Hilfe von Ubiquitin-Antikörpern analysiert. Es zeigte sich erneut die

Ubiquitinierung von SPT23 p90 (Abb. 2-11b). Dagegen kann ubiquitiniertes SPT23

p120, das während der Fällung gegen Ubiquitin-Hydrolasen anfälliger zu sein

scheint, nicht mehr detektiert werden. SPT23 p90 ist demnach bereits an der ER-

Membran ubiquitiniert und wird von CDC48 als Ubiquitinkonjugat erkannt.

Um zu überprüfen, ob CDC48 ubiquitiniertes SPT23 p90 direkt erkennt, wurde

mobilisiertes SPT23 p90 nach Abtrennung der Membranfraktion durch anti-myc-

Antikörper gefällt. In den Immunpräzipitaten konnte gebundenes VSVCDC48

nachgewiesen werden (Abb. 2-11c). Wird die Immunpräzipitation mit nicht
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prozessiertem und vermutlich nicht ubiquitiniertem SPT23∆TM durchgeführt, so findet

sich deutlich weniger CDC48 in den Präzipitaten. CDC48 interagiert daher

vorwiegend mit prozessiertem, ubiquitiniertem SPT23. Dies deutet auf eine

Erkennung der Ubiquitinmodifikation durch CDC48 hin.

Abbildung 2-11: CDC48 bindet ubiquitinierte Proteine. a. SPT23 p90 ist ubiquitiniert. Mit
HisUbiquitin konjugierte Proteine wurden denaturierend über NiNTA-Perlen gereinigt und nachfolgend

im anti-myc-Immunoblot auf mycSPT23HA hin untersucht. SPT23 p90 sowie p120 sind in den

Ubiquitinkonjugatreinigungen enthalten und zeigen relativ distinkte Banden. b. Membranständiges

SPT23 p90 ist ubiquitiniert. mycSPT23HA p90 und p120 wurden aus Membranfraktionen durch anti-myc-

Antikörper gefällt und im anti-Ubiquitin-Immunoblot analysiert. SPT23 p90 ist stabil ubiquitiniert. c.

CDC48 interagiert mit ubiquitiniertem SPT23 p90 und kaum mit nicht-ubiquitiniertem SPT23∆TM.
mycSPT23 p90 bzw. mycSPT23∆TM wurden nach Abtrennung der Membranfraktion mit Hilfe des N-

terminalen myc-Epitops gefällt. Die Präzipitate wurden auf gebundenes VSVCDC48 im anti-VSV-

Immunoblot untersucht. CDC48 interagiert effizienter mit SPT23 p90 als mit SPT23∆TM. d. CDC48

interagiert mit Ubi-Proβgal und kaum mit Metβgal. Ubi-Proβgal und Metβgal, dessen N-terminales

Ubiquitin kotranslational abgespalten wird, wurden mit anti-βgal-Antikörpern gefällt und auf

gebundenes VSVCDC48 im anti-VSV-Immunoblot untersucht. e. CDC48 interagiert mit Ubiquitin-

Konjugaten in vivo. Ubiquitinkonjugate wurden nach Expression von mycUbiquitin mit anti-myc-

Antikörpern präzipitiert und auf gebundenes VSVCDC48 hin untersucht.

Der Einfluß der Ubiquitinierung eines Substrates auf dessen Erkennung durch

CDC48 konnte mit Hilfe artifizieller Substrate des Ubiquitin/Proteasom-Systems

studiert werden. Im Unterschied zum bereits beschriebenen, ubiquitinierten Substrat

Ubi-ProβGal wird N-terminal fusioniertes Ubiquitin in Ubi-MetβGal kotranslational

durch Ubiquitin-Hydrolasen abgespalten (Bachmair et al., 1986). Gegen
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βGalaktosidase gerichtete Antikörper fällen daher ubiquitiniertes Ubi-ProβGal und

nicht-ubiquitiniertes MetβGal (Abb. 2-11d). Während VSVCDC48 in den Ubi-ProβGal-

Immunpräzipitaten nachgewiesen werden kann, wird es in MetβGal-Immunfällungen

kaum detektiert. CDC48UFD1/NPL4 scheint in vivo Substrate anhand deren

Ubiquitinmodifikationen zu diskriminieren.

Die generelle Assoziation von CDC48 mit ubiquitinierten Proteinen wurde mit

Hilfe einer gegen Ubiquitinkonjugate gerichteten Immunpräzipitation analysiert (Abb.

2-11e). Konjugate wurden aus Lysaten von Wildtyphefezellen nach Überexpression

von N-terminal myc-markiertem Ubiquitin durch anti-myc-Antikörper isoliert. Da

CDC48 spezifisch in den gegen Ubiquitin gerichteten Präzipitaten nachgewiesen

werden kann, assoziiert es in vivo  mit ubiquitinierten Proteinen.

3.2 CDC48 bindet ubiquitinierte Proteine in vitro

Die Interaktion von CDC48 mit seinem Kofaktor SHP1/p47 erfolgt über dessen UBX-

Domäne, die eine ubiquitinähnliche Struktur besitzt (Buchberger et al., 2001; Braun

et al., 2002). Dies legt den Schluß nahe, daß CDC48 direkt Ubiquitin binden kann,

was in vitro unter Verwendung gereinigter Proteine untersucht wurde (Abb. 2-12).

GST bzw. UbiGST wurden immobilisiert und in Gegenwart von ATP mit gereinigtem

CDC48 inkubiert. In diesen Experimenten bindet CDC48 an UbiGST, wogegen parallel

inkubiertes GST kein CDC48 zurückhalten konnte. Die Bindungsreaktion konnte

durch einen Überschuß an freiem Ubiquitin kompetiert werden. CDC48 erkennt

daher in vitro direkt die Ubiquitinierung des Fusionsproteins. Werden UFD1 und

NPL4 zur Bindungsreaktion gegeben, wird die Affinität von CDC48 zu

Ubiquitinkonjugaten zusätzlich gesteigert (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 2-12: Gereinigtes CDC48 bindet Ubiquitin in vitro. GST bzw. UbiGST wurden an

Glutathionsepharose gekoppelt und mit gereinigtem HisCDC48 inkubiert. Die Bindung der Proteine

wurde durch anti-His- bzw. anti-GST-Immunoblots untersucht. HisCDC48 wird durch Ubi-GST-

Sepharose spezifisch zurückgehalten. Hohe Konzentrationen an freiem Ubiquitin inhibieren die

Bindungsreaktion.
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3.3 UFD1 und NPL4 regulieren die Bindung von CDC48 an

Ubiquitinkonjugate in vivo

Die durch Kofaktoren modulierte Substratbindung einer AAA-ATPase wurde bereits

beim CDC48-Homologen NSF beschrieben (Clary und Rothman, 1990). Um in vivo

stabil mit SNARE-Proteinen zu interagieren, benötigt NSF SNAP-(soluble NSF

adaptor proteins)-Proteine. Es wird ein multimerer 20S-Komplex aus NSF, SNAP und

mehreren SNARE-Proteinen ausgebildet (Whiteheart et al, 1993; Söllner et al.,

1993). Dies erinnert an CDC48UFD1/NPL4, da CDC48 im Abbau von Ubi-ProβGal sowie

in der Mobilisierung von SPT23 p90 funktionelles UFD1 und NPL4 benötigt. Es

wurde daher in unterschiedlichen Ansätzen getestet, ob CDC48 zur

Substraterkennung in vivo der Kofaktoren UFD1 und NPL4 bedarf. Da sich viele

CDC48-Substrate an der ER-Membran befinden, wurde zunächst die Assoziation

des Enzyms mit intrazellulären Membransystemen in ufd1-2- und npl4-1-Mutanten

analysiert. Anschließend wurde die Bindung von CDC48 an Ubiquitinkonjugate in

Immunpräzipitationen analysiert.

Abbildung 2-13: UFD1 und NPL4 regulieren die Substraterkennung von CDC48 in vivo. a. UFD1

und NPL4 werden für die Assoziation von CDC48 mit intrazellulären Membransystemen benötigt.

Membranfraktionen wurden aus VSVCDC48 exprimierenden WT-, ufd1-2- und npl4-1-Hefezellen

isoliert. Das Gesamtlysat (T) wurde in lösliche (S) und membranassoziierte (P) Fraktion durch

Zentrifugation aufgetrennt und im anti-VSV-Immunoblot auf VSVCDC48 hin untersucht. Als Marker der

Membranfraktionierung wurde das integrale ER-Membranprotein DPM1 detektiert. b. UFD1 und NPL4

akkumulieren an Membranen in cdc48-6-Mutanten. Die Membranfraktionierung wurde mit WT- bzw.

cdc48-6-Hefezellen, die chromosomal myc-markiertes UFD1 oder NPL4 exprimierten, durchgeführt.

UFD1myc und NPL4myc wurden im anti-myc-Immunoblot nachgewiesen. Als Membranmarker wurde

erneut DPM1 detektiert. c. CDC48 bindet in vivo Ubiquitinkonjugate in Abhängigkeit von UFD1.

Ubiquitinkonjugate wurden nach Expression von mycUbiquitin aus Lysaten von WT- oder ufd1-2-

Hefezellen mit anti-myc-Antikörpern gefällt. Die Immunpräzipitate wurden im anti-VSV-Immunoblot auf

gebundenes CDC48 hin untersucht.
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CDC48 kann nach Zentrifugation in der Membranfraktion nachgewiesen werden

(Latterich et al., 1995; Abb. 2-13a). Die Menge an membranassoziiertem CDC48 ist

jedoch in ufd1-2- und npl4-1-Mutanten deutlich reduziert. Interessanterweise zeigt

sich ein reziprokes Verhältnis bei Analyse der Membranassoziation von UFD1 und

NPL4 (Abb. 2-13b). Beide Kofaktoren sind peripher membranassoziiert und können

im Gegensatz zu SPT23 p90 durch niedrige NaCl-Konzentrationen abgelöst werden

(Daten nicht gezeigt). UFD1 und NPL4 finden sich reproduzierbar in cdc48-6-

Mutanten im Vergleich zu Wildtyphefen in der Membranfraktion angereichert. Diese

Experimente legen den Schluß nahe, daß die Erkennung membranständiger CDC48-

Substrate durch UFD1 und NPL4 reguliert wird. Nach Bindung der Substrate durch

CDC48 scheinen UFD1 und NPL4 von der Membran losgelöst zu werden.

Analoge Ergebnisse wurden in Bindungsstudien von CDC48 an

Ubiquitinkonjugate erhalten. Ubiquitinkonjugate wurden nach Expression von
mycUbiquitin durch anti-myc-Antikörper isoliert. CDC48 läßt sich in diesen

Immunfällungen nur in Wildtyphefen, nicht aber in ufd1-2-Mutanten nachweisen

(Abb. 2-13b). Dies bestätigt die Vermutung, daß UFD1 und NPL4 die

Substratbindung von CDC48 in vivo vermitteln.

Der CDC48UFD1/NPL4-Komplex verbindet daher zwei interessante Eigenschaften:

Ubiquitinerkennung und Komplexdisassemblierung. Da viele Proteine, wie etwa

Zykline, Sekurin oder IκBα spezifisch aus Komplexen entfernt und abgebaut werden

müssen, könnte dies eine zentrale enzymatische Aktivität sein (Glotzer et al., 1991;

Chen et al., 1995). Dies mag die starke Expression von CDC48 in  Hefezellen und

die hervorragende Konservierung des gesamten Komplexes in höheren Eukaryoten

erklären.
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4. Der CDC48UFD1/NPL4-Komplex vermittelt die Bindung des

E4-Enzyms UFD2 an Substrate

4.1 Die U-Box ist für die UFD2-vermittelte Multiubiquitinierung

essentiell

Stellt das Herauslösen ubiquitinierter Proteine aus oligomeren Komplexen die

alleinige Funktion von CDC48 dar oder kann die Segregase auch nachfolgende

Reaktionen koordinieren? CDC48 bindet neben mono/oligoubiquitinierten Proteinen

auch den Multiubiquitinierungsfaktor UFD2 (Koegl et al., 1999; Meyer et al., 2000).

Es ist daher vorstellbar, daß CDC48 auf die UFD2-gesteuerte Verlängerung von

Ubiquitinketten Einfluß nehmen könnte.

Das prototypische E4-Enzym der Hefe UFD2 ist in höheren Eukaryonten

konserviert und besitzt am C-Terminus eine RING-Finger-ähnliche U-Box-Domäne

(Koegl et al., 1999; Aravind und Konin, 2000). Trotzdem wird für die UFD2-

katalysierte Multiubiquitinierung ein E3-Enzym benötigt, weshalb die Bedeutung der

U-Box-Domäne umstritten ist. Es wurde daher zunächst die Funktion dieser Domäne

untersucht, bevor der Einfluß der Segregase auf E4-vermittelte Multiubiquitinierung

analysiert werden konnte.

Ein Charakteristikum von RING-Finger Ubiquitin-Ligasen ist die

Autoubiquitinierung des RING-Fingers (Fang et al., 2000; Yang et al., 2000; Chen et

al., 2002). Inkubiert man die gereinigte U-Box-Domäne mit E1- und E2-Enzym in

vitro, so wird diese ebenfalls ubiquitiniert (Abb. 2-14a). Die Effizienz dieser Reaktion

wird durch zugegebenes E3-Enzym nicht gesteigert. Eine schwächer ausgeprägte

Autoubiquitinierung wird auch bei Vollängen-UFD2 beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Die U-Box-Domäne in UFD2 scheint daher ähnlich zum RING-Finger

Ubiquitinierungsreaktionen katalysieren zu können.

Dies läßt vermuten, daß die U-Box-Domäne für die katalytische Aktivität des

E4-Enzyms essentiell ist. Tatsächlich ist gereinigtes UFD2, dessen U-Box deletiert

wurde (UFD2∆UBOX), in einem in vitro-Multiubiquitinierungsexperiment inaktiv (Abb. 2-

14b). Die durch Inkubation mit E1, E2 und E3 gebildete Oligoubiquitinkette des

Substrates Ubi-lacI-Protein A (ULA) wird nur durch Vollängen-UFD2, nicht aber

durch das UFD2∆UBOX-Konstrukt oder die isolierte U-Box-Domäne verlängert. Die U-

Box ist daher für UFD2-vermittelte Multiubiquitinierung essentiell, aber nicht

ausreichend.

Die durch die U-Box-Domäne vermittelte Aktivität wird auch in vivo benötigt

(Abb. 2-14c). UFD2 katalysiert die Multiubiquitinierung des artifiziellen Substrates

Ubi-Proβgal und beschleunigt dadurch dessen proteasomalen Abbau in der
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Hefezelle (Johnson et al., 1995; Koegl et al., 1999). Die Stabilität von Ubi-Proβgal

wurde in Pulse-Chase-Experimenten in WT-Zellen sowie in einem Hefestamm,

dessen UFD2-U-Box auf chromosomaler Ebene deletiert wurde (ufd2 UBOX),

untersucht. Die Deletion der U-Box-Domäne gleicht der des gesamten UFD2-Gens

(Abb. 2-14c). Ubi-Proβgal wird in ufd2 UBOX-Hefezellen weder multiubiquitiniert noch

proteasomal abgebaut.

Abbildung 2-14: Die U-Box ist für die Multiubiquitinierungsaktivität des E4-Enzyms UFD2

essentiell. a. Die Autoubiquitinierung der U-Box benötigt in vitro kein E3-Enzym. Gereinigtes GST-

UBOX-Protein wurde in vitro mit E1, E1 und E2, oder E1, E2 und E3 inkubiert. Die Reaktionsprodukte

wurden in denaturierender Gelelektrophorese aufgetrennt und im anti-GST-Immunoblot analysiert. b.

Die U-Box wird in vitro für die E4-Aktivität benötigt. Ubi-lacI-ProteinA (ULA) wurde mit E1, E2, und E3,

sowie zusätzlich mit diversen E4-Konstrukten inkubiert. Die Reaktionsprodukte wurden nach

denaturierender Gelelektrophorese im anti-Protein A-Immunoblot analysiert. Vollängen-E4 ist im

Gegensatz zu UFD2∆UBOX oder GST-UBOX in der Lage, die durch E1/E2/E3 hergestellte Ubiquitinkette

zu verlängern. c. Die durch die U-Box-Domäne vermittelte Aktivität wird in vivo für den Abbau von Ubi-

Proβgal benötigt. Die Stabilität von Ubi-Proβgal wurde in WT-, ufd2 UBOX- und ufd2-Stämmen durch

Pulse-Chase-Analyse untersucht. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach Zugabe nicht-radioaktiven

Methionins wurden Proben entnommen und Ubi-Proβgal durch anti-βgal-Antikörper gefällt. Die

Reaktionsprodukte wurden im Autoradiogramm analysiert. Der Stern markiert das charakteristische

Abbauprodukt von Ubi-Proβgal. d. Die U-Box-Domäne wird nicht zur Bindung von UFD2 an CDC48

benötigt. UFD2∆UBOX/myc wurde aus Lysaten von Wildtyphefen, die fakultativ UFD1 überexprimierten,

durch anti-myc-Antikörper gefällt und im anti-VSV-Immunoblot auf gebundenes VSVCDC48 hin

untersucht.

Um auszuschließen, daß die Deletion der U-Box-Domäne das E4-Enzym

unspezifisch inaktiviert, wurde die Bindung von UFD2∆UBOX an CDC48 analysiert.
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Epitop markiertes UFD2∆UBOX wurde aus Hefezellysaten mit anti-myc-Antikörpern

gefällt und auf gebundenes VSVCDC48 hin untersucht (Abb. 2-14d). CDC48 konnte

spezifisch in anti-UFD2∆UBOX-Immunfällungen nachgewiesen werden. Dies bedeutet,

daß die Wechselwirkung des E4-Enzyms mit CDC48 durch die Deletion der U-Box

nicht gestört wird. Analog dazu konnte die Bindung von UFD2∆UBOX an das Substrat

Ubi-Proβgal beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Dies läßt vermuten, daß

UFD2∆UBOX ein zwar korrekt gefaltetes, aber katalytisch inaktives Protein ist.

ufd2 UBOX-Hefezellen können daher verwendet werden, um die Funktion der durch

UFD2 katalysierten Multiubiquitinierung zu studieren, ohne daß andere Prozesse wie

die Bindung von CDC48 oder die Erkennung des Substrates beeinträchtigt sind .

4.2 Die Inaktivierung von UFD2 kann Mutationen im CDC48UFD1/NPL4-
Komplex partiell supprimieren

Um Aufschluß darüber zu erhalten, ob CDC48 die Funktion des

Multiubiquitinierungsfaktors UFD2 beeinflussen kann, wurden Mutanten des

CDC48UFD1/NPL4-Komplexes mit ufd2- oder ufd2 UBOX-Stämmen gekreuzt und auf ihre

Lebensfähigkeit untersucht. Aufgrund der essentiellen Funktion der Segregase im

OLE-Weg wurden die entsprechenden Hefestämme sowohl auf Vollmedium als auch

auf mit Ölsäure supplementiertem Medium analysiert (Abb. 2-15). Überraschender-

weise supprimiert die Inaktivierung von UFD2 partiell cdc48-6-Mutanten (Abb. 2-

15a). Während cdc48-6-Mutanten bei 30°C deutliche Wachstumsdefekte aufweisen,

sind cdc48-6 ufd2 sowie cdc48-6 ufd2 UBOX-Mutanten bis 34°C lebensfähig. Zugabe

von Ölsäure zum Wachstumsmedium zeigt keinen Einfluß. Die partielle

Supprimierung ist besonders deutlich in ufd1-2 cdc48-6 ufd2 UBOX-Tripelmutanten zu

beobachten, deren permissive Temperatur im Vergleich zur ufd1-2 cdc48-6-

Doppelmutante von 28°C auf 34°C erhöht ist (Abb. 2-15b). Die synthetische

Lethalität der ufd1-2- und cdc48-6-Mutanten kann gleichermaßen durch Zugabe von

Ölsäure zum Medium gerettet werden (Hoppe, 2000). ufd2-Hefezellen zeigen

dagegen bei 32°C einen milden Wachstumsdefekt auf Ölsäure-haltigen Platten, der

in der ufd1-2 ufd2-Doppelmutante nicht beobachtet werden kann. Diese Daten

zeigen, daß die Funktionen des E4-Enzyms UFD2 und des CDC48UFD1/NPL4-

Komplexes in vivo eng miteinander verknüpft sind. Die Inaktivierung von UFD2

scheint einen in Mutanten des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes limitierenden Faktor zu

stabilisieren, sodaß diese partiell gerettet werden.
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Abbildung 2-15: Die Inaktivierung von UFD2 kann Mutanten des OLE-Wegs partiell

supprimieren. a. Einzel- und Doppelmutanten wurden wie angegeben auf YPD- oder YPD+Ölsäure-

Platten in serieller Verdünnung plattiert und drei Tage bei 32 °C inkubiert. b. Die Inaktivierung von

UFD2 in ufd1-2 cdc48-6-Mutanten supprimiert deren synthetische Lethalität bei 34 °C. Dies kann auch

durch Zugabe von Ölsäure zum Wachstumsmedium beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

4.3 Substratbeladenes CDC48 rekrutiert das E4-Enzym UFD2

Obwohl die genetischen Experimente belegen, daß CDC48 und UFD2 in vivo eng

zusammenwirken, lassen sie keine Rückschlüsse auf die zeitliche Abfolge der

Ereignisse zu. CDC48 könnte gleichermaßen Substrate dem E4-Enzym UFD2

präsentieren oder diese erst nach E4-vermittelter Multiubiquitinierung binden. Um

dies zu unterscheiden, wurde eine Reihe verschiedener Koimmunpräzipitationen

durchgeführt.

UFD2 wurde in Wiltyphefen sowie in ufd1-2-Mutanten mit einem myc-Epitop

fusioniert. Nach Transformation der entsprechenden Hefestämme mit VSVCDC48

wurde UFD2myc aus den Zellysaten durch anti-myc-Antikörper immunpräzipitiert.

Dabei wurde aus Lysaten der ufd1-2-Zellen reproduzierbar weniger VSVCDC48 gefällt

als aus Wildtyplysaten (Abb. 2-16a). Eine gleichermaßen verringerte CDC48-

Bindung wurde bei Immunpräzipitation von UFD2 aus npl4-1-Zellysaten beobachtet

(Abb. 2-16b). Weder UFD1 noch NPL4 interagieren mit UFD2 in

Koimmunpräzipitations- oder in Zwei-Hybrid-Experimenten (Daten nicht gezeigt). Der

heterodimere Kofaktor UFD1/NPL4 fördert hingegen die Bindung ubiquitinierter

Substrate an CDC48 und könnte dadurch indirekt UFD2 in einen CDC48/Substrat-

Komplex rekrutieren. Die kooperative Erkennung von CDC48 und Substrat durch

UFD2 könnte die Wechselwirkung des E4-Enzyms mit der Segregase stabilisieren

und die Ausbildung eines ternären Komplexes fördern.

Eine derart regulierte Interaktion zwischen dem E4-Enzym UFD2 und der

Segregase CDC48 setzt voraus, daß diese Proteine nur transient für die Dauer einer

Multiubiquitinierungsreaktion miteinander wechselwirken. Dafür spricht die geringe

Effizienz der Koimmunpräzipitationen (Abb. 2-16a, b). Werden zudem Lysate von
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Hefezellen durch eine Größenausschlußchromatographie aufgetrennt, finden sich

CDC48 und UFD2 in unterschiedlichen Fraktionen (Abb. 2-16c). Dies zeigt, daß

beide Proteine nicht in stabilen Komplexen existieren und läßt vermuten, daß die

beobachtete Regulation von physiologischer Relevanz ist.

Abbildung 2-16: Die Interaktion zwischen UFD2 und CDC48 wird durch Substratbindung der

Segregase gefördert. a. UFD2 und CDC48 interagieren kaum in ufd1-2-Mutanten. UFD23myc wurde

aus Lysaten von WT- und ufd1-2-Zellen mit anti-myc-Antikörpern gefällt und auf gebundenes
VSVCDC48 im anti-VSV-Immunoblot untersucht. INPUT zeigt zehn Prozent der eingesetzten

Proteinmenge. Die Interaktion zwischen UFD2 und CDC48 ist in ufd1-2-Hefezellen weniger effizient.

b. UFD2 und CDC48 interagieren kaum in npl4-1-Mutanten. Gegen UFD2 gerichtete Immunpräzipita-

tionen wurden wie unter (a) beschrieben durchgeführt. In npl4-1-Mutanten kann wenig CDC48 in den

UFD2-Immunfällungen nachgewiesen werden. c. UFD2 und CDC48 interagieren transient. VSVCDC48-

und UFD2myc-enthaltende Komplexe wurden nach nativer Lyse von Wildtyphefen durch

Größenausschlußchromatographie aufgetrennt und im anti-VSV- bzw. anti-myc-Immunoblot

analysiert. CDC48 und UFD2 komigrieren nicht. d. Die Deletion von UFD2 beeinflußt die Interaktion

zwischen UFD1 und CDC48 nicht. UFD13myc wurde aus Lysaten von WT- und ufd2-Hefezellen durch

anti-myc-Antikörper gefällt und auf gebundenes VSVCDC48 im anti-VSV-Immunoblot untersucht.

INPUT zeigt zehn Prozent der eingesetzten Proteinmenge. d. Die Inaktivierung von UFD2 wirkt sich

nicht auf die Erkennung ubiquitinierter Proteine durch CDC48 aus. Ubiquitinkonjugate wurden nach

Expression von mycUbiquitin durch anti-myc-Antikörper gefällt und auf gebundenes VSVCDC48 im anti-

VSV-Immunoblot untersucht.

UFD1 fördert die Bindung von CDC48 an ubiquitinierte Proteine und reguliert

dadurch die Interaktion der Segregase mit dem E4-Enzym UFD2. In

Übereinstimmung mit dieser Annahme ist die Wechselwirkung von UFD1 und CDC48

weder in ufd2 UBOX-, ufd2- noch in ufd2 rpn10-Hefestämmen beeinträchtigt (Abb.
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2-16d; Daten nicht gezeigt). UFD1 erkennt CDC48 unabhängig von UFD2 und

vermittelt anschließend die Bindung des E4-Enzyms UFD2 an substratbeladenes

CDC48. Dementsprechend ist die Bindung von Ubiquitinkonjugaten sowie des

Substrates Ubi-Proβgal durch CDC48 in ufd2 UBOX-Mutanten nicht inhibiert (Abb. 2-

16e; Daten nicht gezeigt). In gegen mycUbiquitin gerichteten Immunfällungen kann

CDC48 unabhängig von der Aktivität des E4-Enzyms nachgewiesen werden. Im

Gegensatz zu UFD1 ist die enzymatische Aktivität des E4-Enzyms UFD2 für die

Substraterkennung von CDC48 nicht von Bedeutung. UFD2 wirkt daher nach der

Substratbeladung von CDC48 durch UFD1.

4.4 Die Bindung an CDC48 erhöht die Affinität von UFD2 für
Substrate

Die enge Kopplung der Substrat- und UFD2-Bindung durch CDC48 legt die

Vermutung nahe, daß Substrate durch CDC48UFD1/NPL4 der E4-vermittelten

Multiubiquitinierung präsentiert werden. Ubi-Proβgal ist das bisher einzige Protein,

dessen Bindung an CDC48 und UFD2 beschrieben wurde (Koegl et al., 1999). Mit

Hilfe von Ubi-Proβgal wurde daher die Substrataffinität des E4-Enzyms UFD2 in

Abhängigkeit eines funktionellen CDC48UFD1/NPL4-Komplexes analysiert.

Ubi-Proβgal wurde durch anti-βgal-Antikörper aus Lysaten von WT-, ufd1-2-

und npl4-1-Hefezellen gefällt und auf gebundenes VSVUFD2 hin untersucht. Wie

bereits beschrieben, kann UFD2 in Ubi-Proβgal-Immunpräzipitaten aus

Wildtyphefezellen nachgewiesen werden (Koegl et al., 1999). Im Gegensatz dazu ist

die Menge an kopräzipitiertem UFD2 sowohl in ufd1-2- als auch in npl4-1-Mutanten

deutlich verringert (Abb. 2-17a). Der CDC48UFD1/NPL4-Komplex fördert oder stabilisiert

die Bindung eines Substrates durch das E4-Enzym UFD2.

Die in vivo-Daten wurden durch in vitro-Bindungsstudien untermauert (Abb.2-

17b). Gereinigtes MBPUFD2 bindet das monoubiquitinierte Protein UbiGST kaum,

obwohl dies ein Substrat des E4-Enzyms darstellt. Inkubiert man dagegen UFD2 in

Gegenwart des gereinigten CDC48UFD1/NPL4-Komplexes mit UbiGST, so wird eine

deutliche Assoziation des E4-Enzyms mit UbiGST detektiert. CDC48UFD1/NPL4 erhöht

daher die Affinität von UFD2 für monoubiquitinierte Proteine auch in vitro. Das

Substratspektrum der ubiquitinselektiven Segregase CDC48UFD1/NPL4 sollte folglich mit

dem des E4-Enzyms UFD2 überlappen.
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Abbildung 2-17: UFD2 erkennt Substrate in Abwesenheit eines funktionellen CDC48UFD1/NPL4-

Komplexes mit erniedrigter Affinität. a. UFD2 bindet das Substrat Ubi-ProbGal in ufd1-2- und npl4-

1-Mutanten kaum. Ubi-Proβgal wurde durch anti-βgal-Antikörper aus Lysaten der angegebenen

Hefestämme gefällt. Die Präzipitate wurden auf gebundenes VSVUFD2 im anti-VSV-Immunoblot

analysiert. b. CDC48 fördert in vitro die Bindung von gereinigtem UFD2 an immobilisiertes UbiGST.

GST und UbiGST wurden immobilisiert und mit gereinigtem CDC48UFD1/NPL4, MBPUFD2 oder mit beiden

Enzymen inkubiert. Die Reaktionen wurden durch denaturierende Gelelektrophorese aufgetrennt und

nach Coomassie-Färbung (CBB) analysiert.

4.5 Die inhibierte Bindung an CDC48 führt zur vermehrten
Selbstubiquitinierung des E4-Enzyms

Die Funktion des E4-Enzyms UFD2 ist eng mit der des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes

verknüpft. Dies führt zu der Frage, wie UFD2 auf eine verringerte Bindung an CDC48

bzw. an Substrate reagiert. Tatsächlich ist das E4-Enzym in ufd1-2-Mutanten im

Vergleich zu Wildtyphefen verstärkt modifiziert (Abb. 2-18a). Dies konnte auch in

später beschriebenen Sukrosegradienten zur Analyse der Membranassoziation von

UFD2 in ufd1-2-Mutanten beobachtet werden (Abb. 2-20). Die durch gestörte

Substrat- oder CDC48-Erkennung verstärkte Modifikation wird bei UFD2∆UBOX weder

in WT-Zellen noch in Mutanten des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes detektiert (Abb. 2-

18a). Im Falle der RING-Finger-Proteine wurde Autoubiquitinierung beschrieben, die

in vitro bereits für die RING-Finger-homologe U-Box-Domäne nachgewiesen wurde

(Fang et al., 2000; Yang et al., 2000; Ryoo et al., 2002; Abb. 2-14). Es wurde daher

untersucht, ob die reguliert auftretende, U-Box-abhängige Modifikation des E4-

Enzyms Ubiquitinierung darstellt.

Um dies zu analysieren, wurde HisUbiquitin in Hefezellen überexprimiert. Mit
HisUbiquitin konjugierte Proteine wurden denaturierend durch Bindung an

magnetische NiNTA-Perlen gereinigt und im anti-myc-Immunoblot auf UFD2myc bzw.

UFD2∆UBOX/myc hin analysiert (Abb. 2-18b). Dies zeigte, daß UFD2, nicht aber

UFD2∆UBOX, in ubiquitinierter Form vorliegt (Abb. 2-18b). Die durch Inaktivierung des

CDC48UFD1/NPL4-Komplexes vermehrt auftretende Modifikation ist daher eine U-Box-

abhängige Ubiquitinierung des E4-Enzyms.
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Autoubiquitinierung kann ein Protein dem proteasomalen Abbau zuführen, wie

dies für die RING-Finger-Proteine IAP („Inhibitor of Apoptosis“) und Mdm2

beschrieben wurde (Fang et al., 2000; Yang et al., 2000). Es wurde deshalb die

Stabilität von UFD2myc in Pulse-Chase-Experimenten untersucht. UFD2myc ist sowohl

in Wildtyphefen als auch in ufd1-2-, cdc48-6- und ufd1-2 cdc48-6-Mutanten ein

stabiles Protein mit einer Halbwertszeit von mehr als zwei Stunden (Abb. 2-18c). In

WT-Hefezellen wird jedoch ein N-terminales Abbauprodukt des E4-Enzyms

beobachtet, welches in den Mutanten des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes vermindert

auftritt. Dieses Abbauprodukt kann in UFD2∆UBOX-Mutanten nicht nachgewiesen

werden (Daten nicht gezeigt). Untersuchung eines diesem Abbauprodukt

entsprechenden UFD2∆N-Konstruktes im Zwei-Hybrid-System zeigt, daß es nicht mit

CDC48 wechselwirken kann (Abb 2-18d). Da es in Mutanten des CDC48UFD1/NPL4-

Komplexes vermindert auftritt, spiegelt das Abbauprodukt vermutlich einen CDC48-

abhängigen Inaktivierungsprozess des E4-Enzyms wider. Die verstärkte

Ubiquitinierung von UFD2 in Mutanten des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes bewirkt

hingegen nicht den proteasomalen Abbau eines signifikanten Anteils des Proteins.

Interessanterweise wurde in ähnlichen Experimenten auch Ubiquitinierung von

CDC48 detektiert. Ubiquitinierte Formen der Segregase treten nach Überexpression

N-terminal myc-markierten Ubiquitins auf, das von Ubiquitin-Hydrolasen nicht

effizient erkannt wird (Abb. 2-18e; Ellison und Hochstrasser, 1991). Die

Ubiquitinierung von CDC48 ist abhängig von UFD2, da konjugiertes CDC48 in

Mutanten des E4-Enzyms nicht beobachtet wird. Vergleichbar mit der

Autoubiquitinierung des E4-Enzyms führt die Ubiquitinierung der Segregase nicht zu

deren proteasomalem Abbau, da CDC48 sowohl in WT- als auch in ufd2-Zellen in

Pulse-Chase-Experimenten stabil ist (Abb. 2-18f). Auch das U-Box-abhängige E4-

Enzym CHIP interagiert mit einem Chaperon, Hsp70/Hsc70, und vermittelt dessen

Ubiquitinierung (Jiang et al., 2001; Imai et al., 2002). Analog zu UFD2 scheint dies

die Ubiquitinierung und den Abbau der Chaperon-gebundenen Substrate zu fördern

(Connell et al., 2001). Das Chaperon selbst bleibt, wie CDC48, stabil.

Welche Bedeutung besitzen die beobachteten Ubiquitinierungsreaktionen?

UFD2-Autoubiquitinierung tritt unter Bedingungen auf, unter denen die

Wechselwirkung des E4-Enzyms mit CDC48 bzw. mit Substraten inhibiert ist. Die

UFD2-abhängige CDC48-Ubiquitinierung wird dagegen in allen bisher untersuchten

Mutanten detektiert. Beide Reaktionen können Nebenreaktionen der in vivo

bedeutsamen Multiubiquitinierung CDC48-gebundener Substrate darstellen. Sie

könnten aber auch die Grundlage eines Regulationsmechanismus sein, der als

Sensor der Substratbeladung der Segregase wirkt und eventuell vorhandene,

unproduktive CDC48/UFD2-Komplexe destabilisiert.
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Abbildung 2-18: Die Autoubiquitinierung von UFD2 tritt bei inhibierter Substrat- bzw. CDC48-

Erkennung vermehrt auf. a. UFD2 zeigt verstärkt modifizierte Formen in ufd1-2-Mutanten.

Chromosomal myc-Epitop markiertes UFD2 bzw. UFD2∆UBOX wurden in WT- bzw. in ufd1-2-Hefezellen

exprimiert und im anti-myc-Immunoblot analysiert. b. UFD2, aber nicht UFD2∆UBOX, ist ubiquitiniert.

Nach Expression von HisUbiquitin wurden Ubiquitinkonjugate denaturierend durch Bindung an NiNTA-

Perlen gereinigt und auf myc-Epitop-markiertes UFD2 bzw. UFD2∆UBOX im anti-myc-Immunoblot

untersucht. c. UFD2 ist ein stabiles Protein. Die Stabilität von UFD2myc wurde in verschiedenen

Mutanten im Pulse-Chase-Experiment untersucht. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach Zugabe

nicht-radioaktiven Methionins wurde UFD2 aus Zellysaten durch anti-myc-Antikörper gefällt. Die

Immunpräzipitate wurden im Autoradiogramm analysiert. Der Stern kennzeichnet ein N-terminales

Abbauprodukt von UFD2, das in Mutanten des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes noch bei UFD2∆UBOX in

geringerer Menge detektiert wird. d. N-terminal verkürztes UFD2 interagiert nicht mit CDC48. Ein dem

in (c) beobachteten Abbauprodukt entsprechendes UFD2-Konstrukt (UFD2∆N150) wurde in Vektoren

des Zwei-Hybrid-Systems kloniert und neben UFD2 und UFD2∆UBOX auf eine Wechselwirkung mit

CDC48 getestet. Als Kontrolle wurde leerer pGAD-Vektor eingesetzt. e. CDC48 ist nach Expression

von mycUbiquitin vermehrt ubiquitiniert. Die Ubiquitinierung hängt zudem von UFD2 ab. VSVCDC48

wurde mit oder ohne mycUbiquitin in den entsprechenden Mutanten exprimiert und im anti-VSV-

Immunoblot analysiert. e. CDC48 ist ein stabiles Protein. Die Stabilität von CDC48 wurde analog zu

(c) in WT- und ufd2-Hefezellen im Pulse-Chase-Experiment analysiert. Die anti-CDC48-

Immunpräzipitate wurden im Autoradiogramm analysiert.
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4.6 CDC48UFD1/NPL4 reguliert UFD2-vermittelte Multiubiquitinierung

Die Assoziation von UFD2 an bestimmte Substrate wird durch CDC48 kontrolliert.

Dies kann sich unterschiedlich auf die durch das E4 katalysierte Reaktion auswirken.

Einerseits könnte CDC48 die Substrataffinität von UFD2 steigern und damit die

Multiubiquitinierung fördern. Andererseits kann CDC48 dadurch, daß es das

Substratspektrum von UFD2 limitiert, die UFD2-katalysierte Reaktion stringent

kontrollieren. Um dies voneinander zu unterscheiden, wurden in vitro-

Multiubiquitinierungsreaktionen durchgeführt (Abb. 2-19).
HisCDC48 sowie dessen Kofaktoren UFD1 und NPL4 wurden aus Bakterien

gereinigt. In Gegenwart von ATP und Magnesium bilden sich funktionelle

CDC48UFD1/NPL4-Komplexe, die in den in vitro-Multiubiquitinierungsexperimenten

eingesetzt werden können. Das monomere Protein Ubi-lacI-ProteinA (ULA) wurde

mit CDC48UFD1/NPL4 präinkubiert. Anschließend wurde die Ubiquitinierung des

Substrates durch Zugabe von E1, E2, E3 und fakultativ E4 gestartet. Die

Reaktionsprodukte wurden im anti-Protein A-Immunoblot visualisiert (Abb. 2-19a).

CDC48 hat keinen Einfluß auf die E4-abhängige Ubiquitinierung von ULA, die zu

einer Verlängerung der Ubiquitinkette bis zu etwa 5 Ubiquitinmolekülen führt (Abb. 2-

19a). Auffallend ist jedoch, daß die Ausbildung langer Multiubiquitinketten inhibiert

ist. Zugabe des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes nach der E4-vermittelten Ubiquitinierung

des Substrates hatte keinen Effekt. Dies weist darauf hin, daß CDC48UFD1/NPL4 die E4-

vermittelte Multiubiquitinierung beschränken kann.

Die in Gegenwart der AAA-ATPase CDC48UFD1/NPL4 beobachtete Limitierung der

Multiubiquitinierung ist nicht auf ATP-Depletion des Ubiquitinierungsansatzes

zurückzuführen. Die Verwendung nicht hydrolysierbaren ATPs (AMP-PNP oder

ATPγS) oder eines ATP-regenerierenden Systems hatte keinen Einfluß (Abb. 2-19b;

Daten nicht gezeigt). Zudem handelt es sich in Gegenwart von CDC48UFD1/NPL4 nicht

um selektiven Abbau multiubiquitinierter Proteine. Zum einen führt die spätere

Zugabe von CDC48, zum anderen die Inkubation des Reaktionsansatzes mit dem

proteasomalen Inhibitor MG132 zu keiner Veränderung im Muster der

Reaktionsprodukte (Daten nicht gezeigt). Gegen eine generelle Inhibition von

Ubiqutinierungsreaktionen durch CDC48UFD1/NPL4 spricht zudem die in ihrer Effizienz

unveränderte Autoubiquitinierung der U-Box (Abb. 2-19c).

Der von CDC48 ausgeübte Effekt kann durch direkte Inhibition des E4-Enzyms

UFD2 oder durch Bindung an Substrate hervorgerufen werden. Um dies zu

unterscheiden, wurde sowohl CDC48 als auch CDC48UFD1/NPL4 in Multiubiquiti-

nierungsexperimenten eingesetzt. Das UFD1/NPL4-Heterodimer erhöht die Affinität

von CDC48 zu Ubiquitinkonjugaten. Im Vergleich zu CDC48 inhibiert der

CDC48UFD1/NPL4-Komplex die E4-vermittelte Ubiquitinierung des Substrates ULA
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wesentlich stärker (Abb. 2-19d). Dies läßt vermuten, daß CDC48UFD1/NPL4 Substrate

bindet und dadurch die Aktivität des E4-Enzyms limitiert. An CDC48 gebundene

Proteine können nur in einem regulierten Ausmaß ubiquitiniert werden (s.

Diskussion).

Abbildung 2-19: CDC48UFD1/NPL4 reguliert die Effizienz der E4-katalysierten Multiubiquitinierung.

a. Zugabe von CDC48UFD1/NPL4 verhindert die Ausbildung langer Multiubiquitinketten auf dem Substrat

Ubi-lacI-ProteinA (ULA). ULA wurde mit E1, E2 und E3 sowie fakultativ CDC48UFD1/NPL4 versetzt.

Anschließend wurde gereinigtes E4-Enzym zugegeben. In der letzten Spur wurde CDC48UFD1/NPL4 nach

der E4-katalysierten Multiubiquitinierung zugegeben und die Reaktion weitere 15 min inkubiert. Die

gebildeten Ubiquitinkonjugate wurden nach denaturierender Gelelektrophorese im anti-ProtA-

Immunoblot visualisiert. b. Die Inhibition der Multiubiquitinierung ist nicht auf ATP-Depletion des

Ansatzes zurückzuführen. Die unter (a) beschriebene Reaktion wurde in Gegenwart (+) eines ATP-

regenerierenden Systems durchgeführt und im anti-Protein A-Immunoblot analysiert. Die

Reaktionsprodukte unterscheiden sich kaum von den Produkten der ohne ATP-regenerierendes

System (-) durchgeführten Reaktionen. c. Die Autoubiquitinierung der U-Box wird durch

CDC48UFD1/NPL4 nicht inhibiert. Das gereinigte GST-UBOX-Protein wurde mit E1, E2 und E3 in An- oder

Abwesenheit von CDC48UFD1/NPL4 inkubiert. Die Reaktionsprodukte wurden im anti-GST-Immunoblot

analysiert. d.  CDC48UFD1/NPL4 ist aktiver als CDC48. Steigende Konzentrationen an CDC48 und

CDC48UFD1/NPL4 wurden dem in (a) beschriebenen Multiubiquitinierungsansatz zugegeben und auf

ihren inhibitorischen Effekt hin untersucht. Die Reaktionsprodukte wurden im anti-Protein A-

Immunoblot analysiert.
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5. UFD2 wird für die effiziente Inaktivierung des SPT23 p90
Transkriptionsfaktors benötigt

5.1 Die gestörte Interaktion von CDC48 und UFD2 führt zu
Mislokalisation von UFD2

In der Literatur wurden bisher weder in vivo-Substrate der von UFD2-katalysierten

Reaktion noch ein starker Phänotyp der lebensfähigen ufd2-Deletion beschrieben.

Da CDC48 Substrate zur E4-vermittelten Multiubiquitinierung präsentiert, könnten

diese entsprechend der Lokalisation von CDC48UFD1/NPL4 an der ER-Membran oder im

Nukleus zu finden sein. Um einen Hinweis auf eine Subpopulation von gemeinsamen

CDC48- und UFD2-Substraten zu erhalten, wurde die intrazelluläre Lokalisation des

E4-Enzyms untersucht.

Zunächst wurde die Assoziation von Protein A-markiertem UFD2 (UFD2ProtA) mit

der Membran des Endoplasmatischen Retikulums in Wildtyphefezellen sowie in ufd1-

2-Mutanten analysiert. Die Zellysate der entsprechenden Hefestämme wurden im

Sukrosegradienten aufgetrennt und nach Gelelektrophorese im anti-Protein A-

Immunoblot untersucht (Abb. 2-20a). ER-Membranfraktionen wurden anhand der

Immunreaktivität gegen das integrale ER-Membranprotein DPM1 identifiziert. Im

Gegensatz zu den Komponenten des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes bindet UFD2 in

Wildtyphefen und in ufd1-2-Mutanten nicht signifikant an ER-Membranen (Abb. 2-

20a). In späteren Experimenten konnte zudem gezeigt werden, daß UFD2 weder in

ER-assoziiertem Proteinabbau noch in ER-ständiger SPT23-Mobilisierung mit

CDC48 kooperiert (Abb. 2-21). UFD2-Substrate scheinen größtenteils keine ER-

assoziierten Proteine zu sein.

Aussagekräftiger war dagegen die Analyse der intrazellulären Lokalisation von

UFD2myc, die in Wildtypzellen sowie in diversen Mutanten mittels indirekter

Dekonvolutionsimmunfluoreszenz durchgeführt wurde (Abb. 2-20b). Obwohl UFD2

über keine beschriebene Kernimportsequenz verfügt, reichert es sich in Wildtyphefen

im Zellkern an. Interessanterweise ist diese nukleäre Akkumulation in ufd1-2-, npl4-1-

und cdc48-6-Mutanten nicht zu beobachten. Stattdessen lokalisiert UFD2 diffus im

Zytoplasma und im Zellkern. Ein ähnliche Abhängigkeit von funktionellem

CDC48UFD1/NPL4 läßt sich auch mit katalytisch inaktivem, aber substratbindendem

UFD2∆UBOX erkennen (Abb. 2-20c). Die auffällige Mislokalisation des E4-Enzyms in

Mutanten des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes ist weder auf gestörten Kerntransport noch

auf eine generelle Inhibition des UFD-Weges zurückzuführen. Sowohl Kernproteine

als auch Komponenten des UFD-Weges (z.B. RPN10) finden sich in allen

untersuchten Mutanten analog zu Wildtyphefen im Zellkern (Abb. 2-9; Abb. 2-20d).

Inaktivierung des alternativen CDC48SHP1-Komplexes, dessen bekannte Funktion auf
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Membranfusionsereignisse beschränkt ist (Meyer et al., 2000), führt ebenfalls zu

keiner Veränderung der UFD2-Lokalisation. Dies unterstreicht, daß der

CDC48UFD1/NPL4-Komplex die Akkumulation des E4-Enzyms UFD2 im Zellkern

reguliert. Da die Inaktivierung der Segregase mit einer verringerten Substrataffinität

von UFD2 einhergeht, scheint die Lokalisierung der Substrate die des E4-Enzyms zu

beeinflussen. Demnach wäre ein Großteil der UFD2-Substrate Kernproteine.

In Übereinstimmung mit den zuvor gezeigten Daten ist die Kernakkumulation

von UFD1 in Deletionsmutanten des E4-Enzyms UFD2 nicht verändert (Abb. 2-20d).

Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, daß UFD1 aller Voraussicht nach vor UFD2 mit

CDC48 wechselwirkt.

Abbildung 2-20: Die intrazelluläre Lokalisation des E4-Enzyms UFD2 ist in Mutanten des

CDC48UFD1/NPL4-Komplexes verändert. a. UFD2 assoziiert nicht signifikant mit ER-Membranen.

Lysate von UFD2ProtA-exprimierenden WT- oder ufd1-2-Hefezellen wurden im Sukrosegradienten

aufgetrennt und im anti-ProtA-Immunoblot auf UFD2ProtA untersucht. Als Marker der Fraktionen des

Endoplasmatischen Retikulums wurde die Immunreaktivität gegen das integrale ER-Membranprotein

DPM1 verwendet. b. Die Akkumulation von UFD2 im Nukleus ist in ufd1-2- und cdc48-6-Mutanten

gestört. Die Lokalisation von UFD2myc wurde in den angegebenen Hefestämmen durch

Dekonvolutionsimmunfluoreszenz gegen das myc-Epitop analysiert. Die Deletion von SHP1, die den

alternativen CDC48SHP1-Komplex inaktiviert, hat keinen Einfluß auf die intrazelluläre Lokalisation von

UFD2. c. UFD2∆UBOX verhält sich analog zu UFD2. Die Lokalisation von UFD2∆UBOX wurde wie unter (b)

beschrieben untersucht. d. RPN10myc und UFD1myc akkumulieren im Zellkern unabhängig vom

CDC48UFD1/NPL4-Komplex bzw. von UFD2. Die Lokalisation beider Proteine wurde in den angegebenen

Hefestämmen durch anti-myc-Dekonvolutionsimmunfluoreszenz untersucht.
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5.2 UFD2 bindet prozessiertes SPT23

Mögliche UFD2-Substrate sollten zwei zwei gemeinsame Eigenschaften besitzen:

Bindung an CDC48 sowie Lokalisation im Zellkern. SPT23 p90 erfüllt beide

Voraussetzungen. Es wird durch CDC48UFD1/NPL4 aus stabilen SPT23 p90/p120-

Komplexen mobilisiert und bleibt nach dieser Reaktion an CDC48 gebunden (Abb. 2-

11c). Zudem befindet sich SPT23 p90 im Zellkern (Abb. 2-9a).

Um zu überprüfen, ob SPT23 p90 als UFD2-Substrat in Frage kommt, wurde

die Bindung des prozessierten Transkriptionsfaktors an das E4-Enzym durch

Koimmunpräzipitationen untersucht (Abb. 2-21a). SPT23 p90 wurde mit Hilfe des N-

terminalen myc-Epitops aus Lysaten von Hefezellen, die VSVUFD2 oder VSVUFD2∆UBOX

exprimierten, nach Abtrennung der Membranfraktion isoliert. Da sowohl UFD2 als

auch UFD2∆UBOX spezifisch in den Präzipitaten nachgewiesen wurden, ist es

wahrscheinlich, daß SPT23 p90 nach erfolgter Mobilisierung mit dem E4-Enzym

interagiert. In Übereinstimmung mit der beobachteten Wechselwirkung zwischen

UFD2∆UBOX und Ubi-Proβgal ist die U-Box für die Erkennung eines UFD2-Substrates

nicht von Bedeutung.

5.3 SPT23 p90 wird proteasomal abgebaut

SPT23 p90 und UFD2 interagieren und kolokalisieren im Zellkern. Dies führte zu der

Vermutung, daß aktives SPT23 p90 von UFD2 erkannt, multiubiquitiniert und dem

proteasomalen Abbau zugeführt wird. Die Stabilität des prozessierten Transkriptions-

faktors wurde daher in Promoter-Shutoff-Experimenten untersucht. SPT23 wurde

unter Kontrolle des galaktose-induzierbaren und glukose-reprimierbaren GAL1,10-

Promotors exprimiert. Durch einen Wechsel von galaktose- zu glukosehaltigem

Wachstumsmedium und gleichzeitiger Zugabe von Cycloheximid wurde die SPT23-

Neusynthese unterdrückt, womit der Abbau des Transkriptionsfaktors studiert werden

konnte (Abb. 2-21). Da bei 37°C die Mobilisierung von der ER-Membran effizient

erfolgt und damit der Großteil von SPT23 p90 gelöst im Zellkern vorliegt, wurden die

Experimente bei dieser Temperatur durchgeführt. Dadurch konnte zusätzlich die

Lebensdauer von SPT23 p90 in verschiedenen temperatursensitiven Mutanten

analysiert werden.

Wie aus der bereits gezeigten Ubiquitinierung von SPT23 p90 zu erwarten war,

ist es ein kurzlebiges Protein. Die Halbwertszeit von SPT23 p90 beträgt bei 37°C

weniger als 30 Minuten (Abb. 2-21b). Das kaum prozessierte, sich dennoch im

Zellkern befindende SPT23∆TM wird dagegen mit einer Halbwertszeit von etwa 120

Minuten deutlich langsamer abgebaut. Die ubiquitinabhängige Aktivierung von

SPT23 scheint das Protein zugleich für den Abbau zu markieren.
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Abbildung 2-21: SPT23 wird nach UFD2-vermittelter Multiubiquitinierung durch das 26S-

Proteasom abgebaut. a. Das E4-Enzym UFD2 bindet mobilisiertes SPT23 p90. mycSPT23HA p90

wurde nach Abtrennung der Membranfraktion durch anti-myc-Antikörper gefällt und auf gebundenes
VSVUFD2 bzw. VSVUFD2∆UBOX im anti-VSV-Immunoblot untersucht. b. SPT23 ist im Gegensatz zu

SPT23∆TM bei 37°C instabil. Die Stabilität von mycSPT23HA bzw. mycSPT23∆TM wurde in Wildtyphefen

durch Promoter-Shutoff-Experimente analysiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach Abschalten

der SPT23-Neusynthese wurden Proteinproben entnommen und nach denaturierender Gelelektropho-

rese im anti-myc-Immunoblot untersucht. c. Das E4-Enzym UFD2 hat eine Funktion im SPT23-Abbau.

Zusätzlich werden das proteasomale Protein RPN10, die Ubiquitin-Ligase RSP5 sowie das 26S-

Proteasom benötigt. Das integrale ER-Membranprotein OLE1 ist in Mutanten dieser Proteine nicht

stabilisiert. Die Stabilität von mycSPT23HA sowie des Kontrollproteins mycOLE1 wurde in Promoter-

Shutoff-Experimenten untersucht.  Die Proteinproben wurden im anti-myc-Immunoblot analysiert. d.

Die Inaktivierung von UFD2 kann Mutanten der Ubiquitin-Ligase RSP5 partiell supprimieren. Die

katalytisch essentielle U-Box-Domäne des E4-Enzyms wurde chromosomal in WT-Hefezellen sowie in

rsp5-1-Mutanten deletiert. Die entsprechenden Hefestämme wurden drei Tage bei 34°C  auf YPD-

bzw- YPD+Ölsäure-Platten inkubiert. Alle Hefestämme sind bei Raumtemperatur wachstumsfähig. e.

Stabilisiertes SPT23 p90 akkumuliert im Zellkern. Die Lokalisierung von mycSPT23HA p90 wurde durch

indirekte Dekonvolutionsimmunfluoreszenz gegen das N-terminale myc-Epitop in den angegebenen

Mutanten untersucht.

Um zu untersuchen, ob das Ubiquitin/Proteasom-System für die Kurzlebigkeit des

prozessierten Transkriptionsfaktors verantwortlich ist, wurden temperatursensitive
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Mutanten des 26S-Proteasoms, cim3-1 und pre2-1, verwendet. CIM3 ist eine AAA-

ATPase des 19S-Aufsatzes des Proteasoms, während PRE2 eine katalytische

Untereinheit der 20S-Kernstruktur ist. In Mutanten der beiden untersuchten Gene ist

bei der restriktiven Temperatur sowohl SPT23 p90 (welches vor dem Wechsel zur

restriktiven Temperatur gebildet wurde) als auch SPT23 p120 stabilisiert (Abb. 2-21c;

Daten nicht gezeigt). Dies zeigt, daß neben der Prozessierung auch der Abbau des

prozessierten Transkriptionsfaktors durch das Proteasom erfolgt.

SPT23 p90 ist ebenso in Mutanten der Ubiquitin-Ligase RSP5 bei deren

restriktiver Temperatur stabilisiert (Abb. 2-21c). Diese Ubiquitin-Ligase vermittelt

zudem die Prozessierung des Transkriptionsfaktors, so daß auch SPT23 p120 unter

diesen Bedingungen akkumuliert. Das Proteasom und RSP5 besitzen somit eine

duale Funktion im Hinblick auf SPT23: Zunächst bewirken sie die Aktivierung des

Transkriptionsfaktors an der ER-Membran, während sie später im Zellkern nach

erfolgter Transkriptionsaktivierung dessen Abbau steuern.

5.4 UFD2 wird für den effizienten Abbau von SPT23 p90 benötigt

Wie können zwei auf den ersten Blick so unterschiedliche Reaktionen wie die

Prozessierung und der Abbau eines Proteins durch identische Enzyme vermittelt

werden? Die Aktivität der enzymatischen Maschinerie kann durch ortsspezifische

Interaktoren sowohl der beteiligten Enzyme als auch der Substrate moduliert werden.

So kann die Dimerisierung des Transkriptionsfaktors dessen vollständigen Abbau an

der Membran des Endoplasmatischen Retikulums inhibieren (Abb. 2-2). Aufgrund der

beobachteten Interaktion zwischen SPT23 mit dem Kernprotein UFD2 erscheint

zudem eine auf den Kern beschränkte, durch das E4-Enzym gefördert

Multiubiquitinierung des Transkriptionsfaktors wahrscheinlich. Es sollte daher

überprüft werden, ob UFD2 mit der Ubiquitin-Ligase RSP5 kooperieren kann, um

SPT23 p90 für den Abbau zu markieren.

Zunächst wurden temperatursensitive Mutanten des E3-Enzyms RSP5 (rsp5-1)

mit katalytisch inaktiven UFD2-Mutanten (ufd2 UBOX) gekreuzt. Interessanterweise

supprimiert die Inaktivierung des E4-Enzyms partiell die rsp5-1-Mutante (Abb. 2-

21d). Eine ähnliche genetische Interaktion wurde bereits mit Mutanten des

CDC48UFD1/NPL4-Komplexes festgestellt. Erneut scheint ein in rsp5-1-Mutanten

limitierter Faktor durch die Inaktivierung von UFD2 stabilisiert zu werden. Dies deutet

auf eine funktionelle Interaktion zwischen UFD2 und RSP5 in Hefezellen hin.

Es wurde daher die Stabilität von SPT23 p90 in Wildtypzellen mit der SPT23

p90-Lebensdauer in ufd2- oder ufd2 UBOX-Zellen verglichen (Abb. 2-21c). SPT23

p90 wird durch Inaktivierung von UFD2 zwar nicht vollständig, aber reproduzierbar

stabilisiert. Die Halbwertszeit des prozessierten Transkriptionsfaktors steigt von
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weniger als 30 Minuten in Wildtyphefen auf etwa 70 Minuten in ufd2-Mutanten an. In

Übereinstimmung mit der fehlenden ER-Assoziation des E4-Enzyms ist die

Prozessierung von SPT23 p120 unter diesen Bedingungen nicht beeinträchtigt. Als

Kontrollprotein diente das integrale ER-Membranprotein OLE1, welches über

Ubiquitin/Proteasom-abhängigen ER-assoziierten Proteinabbau degradiert wird

(Braun et al., 2002). OLE1 ist ebenso ein kurzlebiges Protein, dessen Halbwertszeit

jedoch in ufd2-Mutanten nicht verändert ist. UFD2 fördert spezifisch den Abbau von

SPT23, womit SPT23 p90 als erstes Substrat des E4-Enzyms identifiziert ist. UFD2

ist jedoch für die SPT23 p90-Degradation nicht essentiell.

Die Ausbildung langer Multiubiquitinketten wird wichtiger, wenn die Erkennung

ubiquitinierter Proteine durch das Proteasom inhibiert ist. Ein Ubiquitin-bindendes

Protein des 19S-Aufsatzes des Proteasoms, RPN10, wird für den Abbau des

artifiziellen Substrates Ubi-ProβGal benötigt. rpn10-Deletionsmutanten zeigen zudem

mit ufd2-Deletionsmutanten einen leichten synthetischen Wachstumsdefekt (Koegl et

al., 1999), sodaß es nahe lag, die Lebensdauer von SPT23 p90 in rpn10 ufd2-

Doppelmutanten zu untersuchen (Abb. 2-21c). Während die Stabilität des Kontroll-

proteins OLE1 in rpn10 ufd2-Doppelmutanten nicht verändert ist, ist die

Halbwerts-zeit von SPT23 p90 deutlich erhöht. Da die Einzeldeletion von RPN10

keinen Einfluß auf die Lebensdauer von SPT23 p90 besitzt (Daten nicht gezeigt),

unterstreicht dies die Beteiligung von UFD2 am effizienten Abbau des aktiven

Transkriptionsfaktors.

SPT23 p90 wird zunächst durch CDC48UFD1/NPL4 mobilisiert, später aber mit

Unterstützung von UFD2 abgebaut. Im OLE-Weg wirkt UFD1 damit vor UFD2, was

durch die Analyse der entsprechenden Doppelmutanten unterstützt wurde. Hierfür

wurde die Lokalisation des prozessierten Transkriptionsfaktors in ufd1-2-, ufd2-

sowie ufd1-2 ufd2-Zellen untersucht. Während SPT23 p90 in Wildtyp- und ufd2-

Hefezellen als Kernprotein akkumuliert, findet es sich sowohl in ufd1-2- als auch in

ufd1-2 ufd2-Doppelmutanten an der ER-Membran (Abb. 2-21e). Die ufd1-2-

Mutation ist daher epistatisch über die ufd2-Deletion.

5.5 Stabilisiertes SPT23 p90 akkumuliert im Zellkern

SPT23 p90 ist ein kurzlebiges Protein, das nach RSP5- und UFD2-vermittelter

Multiubiquitinierung vom 26S-Proteasom abgebaut wird. Es wurden mehrere

Transkriptionsfaktoren beschrieben, die durch das Ubiquitin/Proteasom-System

degradiert werden. Manche dieser Proteine, wie p53, werden nach Ubiquitinierung

zunächst aus dem Zellkern exportiert und damit unter anderem durch das

Exportereignis inaktiviert (Geyer et al., 2000; Boyd et al., 2000). Andere
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Transkriptionsfaktoren scheinen dagegen im Zellkern durch das Proteasom abgebaut

und dadurch inaktiviert zu werden (Gianni et al., 2002).

Trotz der Deletion mehrerer in Frage kommender Sequenzmotive konnte keine

Kernimportsequenz in SPT23 nachgewiesen werden. Es mußte somit indirekt

untersucht werden, ob SPT23 p90 inner- oder außerhalb des Zellkerns abgebaut

wird. Dazu wurde die Lokalisation des Transkriptionsfaktors in Wildtypzellen und in

SPT23 p90 stabilisierenden Mutanten ( ufd2, ufd2 rpn10, cim3-1, rsp5-2)

analysiert (Abb. 2-21e). Würde die proteasomale Degradation außerhalb des Zell-

kerns stattfinden, so sollte die Stabilisierung des prozessierten Transkriptionsfaktors

eine verstärkte Anreicherung von löslichem SPT23 im Zytoplasma nach sich ziehen.

Dies ist nicht der Fall. Vielmehr wird in diesen Mutanten die Kernakkumulation von

SPT23 p90 noch verstärkt. Zusätzlich führt eine Inhibition des Kernexports in

Mutanten des generellen Exportfaktors XPO1 (xpo1-1) nicht zu einer Stabilisierung

von SPT23 p90 (Daten nicht gezeigt). Dies deutet darauf hin, daß SPT23 p90 im

Zellkern multiubiquitiniert und abgebaut wird. Der Abbau des Proteins ist damit

dessen vermutlich vorrangiger Inaktivierungsmechanismus.

5.6 ufd2-Mutanten sind gegenüber Ölsäure hypersensitiv

Da mit SPT23 p90 ein Substrat der UFD2-vermittelten Multiubiquitinierung

identifiziert wurde, wurden ufd2-Mutanten auf einen Phänotyp im OLE-Weg getestet.

SPT23 aktiviert die Expression von OLE1, der ∆9-Fettsäuredesaturase der Hefe. Die

zelluläre Menge an OLE1 ist über Transkription, mRNA-Stabilität und Proteinabbau

streng reguliert (Gonzalez und Martin, 1996; Hoppe et al., 2000; Braun et al., 2002).

Zugabe von bestimmten ungesättigten Fettsäuren, wie Palmitolylsäure (16:1),

Linolsäure (18:2) oder Linolensäure (18:3), verhindert die Prozessierung des SPT23-

Transkriptionsfaktors an der ER-Membran. Obwohl die zelluläre Menge an OLE1-

Protein in Gegenwart von Ölsäure (18:1) ebenso verringert wird, inhibiert Ölsäure im

Gegensatz zu den anderen ungesättigten Fettsäuren die Prozessierung nicht (Hoppe

et al., 2000). Zugabe von Ölsäure zum Wachstumsmedium kann daher benutzt

werden, um die Auswirkung der SPT23 p90-Stabilisierung  unter Bedingungen, unter

denen die Transkription von OLE1 reprimiert werden muß, zu untersuchen.

Dabei wurde zunächst die Menge an exprimiertem OLE1myc-Protein nach

Zugabe von Ölsäure zum Wachstumsmedium in Wildtyphefen sowie in ufd2- bzw.

ufd2 rpn10-Hefen im anti-myc-Immunoblot detektiert. Die Expression von OLE1myc

wird nach Zugabe von Ölsäure in jedem der untersuchten Stämme reprimiert. Es fällt

jedoch auf, daß dieser Effekt in ufd2-Mutanten schwach, in ufd2 rpn10-Mutanten

stark verlangsamt ist (Abb. 2-22a). In diesen Mutanten ist der Abbau der

Fettsäuredesaturase nicht inhibiert (Abb- 2-21c), weshalb der beobachtete Effekt auf
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erhöhte OLE1-Transkription oder -Translation zurückgeführt werden kann. Dies

stimmt mit der beobachteten Inhibition des SPT23 p90-Abbaus in den jeweiligen

Mutanten überein. Ein kurzlebiger Transkriptionsfaktor ist offensichtlich

Voraussetzung dafür, daß Hefezellen die Menge an OLE1-Protein schnell und

effizient regulieren und sich damit an die veränderten Umweltbedingungen anpassen

können.

Abbildung 2-22: ufd2-Mutanten sind hypersensitiv gegenüber Ölsäure im Wachstumsmedium.

a. Die Expression von OLE1 ist in ufd2-Mutanten misreguliert. Die Expression von OLE1myc wurde vor

(Zeitpunkt O) und 2 bzw. 4 Stunden nach Zugabe von Ölsäure zum Wachstumsmedium in den

angegebenen Hefestämmen im anti-myc-Immunoblot untersucht. b. Ufd2-Mutanten sind auf Ölsäure-

supplementierten Platten nur beschränkt wachstumsfähig. Die entsprechenden Hefestämme wurden

in jeweils zehnfacher Verdünnung auf YPD- und YPD+Ölsäure-Platten gebracht und bei der

angegebenen Temperatur für mindestens drei Tage inkubiert.

Wie wirkt sich die Stabilisierung des Transkriptionsfaktors bei dauerhaft hoher

Versorgung mit ungesättigten Fettsäuren aus? ufd2-Deletionsmutanten sind bei

höherer Temperatur auf mit Ölsäure supplementiertem Medium nicht

wachstumsfähig (Abb. 2-22b). ufd2 rpn10-Zellen zeigen diesen Effekt schon bei

Raumtemperatur. Die Stabilisierung des SPT23-Transkriptionsfaktors ist bei

Anwesenheit von Ölsäure im Medium daher toxisch. Dies entspricht der Erwartung,

da eine Überproduktion ungesättigter Fettsäuren zu Aberrationen im

Membransystem und damit zu pleiotropen Defekten in Kerntransport, im

Sekretionsweg oder in der Sortierung von Proteinen in der Zelle führt.



UFD3-Abhängigkeit von CDC48UFD1/NPL4

56

6. UFD3 wird analog zu UFD2 durch CDC48UFD1/NPL4 reguliert

6.1 UFD3 bindet CDC48 in Abhängigkeit von UFD1

Da UFD2 Substrate in Abhängigkeit von CDC48UFD1/NPL4 bindet, wurde dies auch für

weitere Interaktoren der AAA-ATPase CDC48 untersucht. Ein seit langem bekannter

und wenig charakterisierter CDC48-Bindungspartner ist UFD3. UFD3 wird für den

Abbau von Ubi-Proβgal benötigt (Johnson et al., 1995; Ghislain et al., 1996). Es

besitzt am N-Terminus sechs WD40-Wiederholungen, die eine propellerähnliche

Interaktionsoberfläche darstellen könnten (Abb. 2-23a). ufd3-Hefezellen sind wie

RSP5-Mutanten resistent gegenüber Isofluoran und hypersensitiv gegenüber

Cadmium (Wolfe et al., 1998; Wolfe et al., 1999). Die genaue zelluläre Funktion von

UFD3 ist jedoch unbekannt.

Abbildung 2-23: UFD3 interagiert mit CDC48 in Abhängigkeit von UFD1. a. Domänenstruktur von

UFD3. Am N-Terminus finden sich sechs WD40-Wiederholungen. b. Genetische Interaktion zwischen

UFD3 und Komponenten des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes. Die angegebenen Mutanten wurden auf

YPD- sowie auf YPD+Ölsäureplatten in serieller Verdünnung ausplattiert und bei 34°C für 3 Tage

inkubiert. c. UFD3 wechselwirkt in ufd1-2-Mutanten kaum mit CDC48. UFD3myc wurde durch anti-myc-

Antikörper gefällt und auf gebundenes CDC48 im anti-VSV-Immunoblot analysiert. Die Präzipitationen

wurden aus Lysaten von WT-, ufd1-2- und ufd2-Hefezellen durchgeführt. INPUT zeigt zehn Prozent

der eingesetzten Proteinmenge.

Um Aufschluß über die funktionelle Beziehung zwischen UFD3 und CDC48 zu

erhalten, wurde der ufd3-Hefestamm mit Mutanten des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes

gekreuzt (Abb. 2-23b). Interessanterweise kann die Deletion von UFD3 die ufd1-2-

Mutante fast vollständig, die cdc48-6-Mutante jedoch nicht retten. Andererseits

bewirkt die Deletion von UFD3 im cdc48-6-Hintergrund keine synthetischen



UFD3-Abhängigkeit von CDC48UFD1/NPL4

57

Wachstumsdefekte (Daten nicht gezeigt). UFD3 interagiert genetisch mit UFD1 und

kann dadurch mit dem OLE-Weg verknüpft werden.

Die Wechselwirkung zwischen CDC48 und UFD3 wurde mit Hilfe von

Koimmunpräzipitationen getestet. UFD3myc wurde aus Lysaten von Wildtyp-, ufd1-2-

und ufd2-Zellen durch anti-myc-Antikörpern gefällt. Die Immunpräzipitate wurden

anschließend auf gebundenes VSVCDC48 im anti-VSV-Immunoblot untersucht (Abb.

2-23c). In diesem Experiment verhielt sich UFD3 analog zu UFD2. Während CDC48

und UFD3 in Wildtyphefen stabil miteinander wechselwirken, kann diese Interaktion

in ufd1-2-Mutanten kaum beobachtet werden. Die Deletion von UFD2 hingegen zeigt

keinen Einfluß auf die CDC48/UFD3-Wechselwirkung.

Im Gegensatz zu UFD2 kann UFD3 mit UFD1 im Zwei-Hybrid-System

interagieren (Abb. 2-24a). UFD3 könnte theoretisch CDC48 indirekt durch UFD1

binden. Die verminderte Assoziation von UFD3 mit CDC48 in ufd1-2-Mutanten kann

daher nicht eindeutig mit der unter diesen Bedingungen inhibierten Substratbindung

der Segregase verknüpft werden.

6.2 Die Lokalisation von UFD3 ist abhängig von funktionellem

CDC48UFD1/NPL4

Die stabile Wechselwirkung zwischen UFD2 und CDC48 war für die korrekte

Lokalisation des E4-Enzyms im Zellkern von Bedeutung. Aufgrund der Parallelen

zwischen UFD2 und UFD3 hinsichtlich des CDC48-Bindungsverhaltens wurde daher

untersucht, in wie weit sich die gestörte Interaktion mit CDC48 auf die Lokalisation

von UFD3 auswirkt. Dazu wurden UFD3myc exprimierende Hefestämme mit Hilfe

einer anti-myc-Immunfluoreszenz analysiert. In Wildtyphefen kolokalisiert UFD3 mit

UFD1 und UFD2 im Zellkern, wohingegen in ufd1-2-Mutanten keine nukleäre

Akkumulation mehr beobachtet wird (Abb. 2-24b). Die Deletion von UFD2 hat keinen

Einfluß auf die UFD3-Lokalisation. UFD3 verhält sich in seiner Lokalisation wie

UFD2, was eine Überlappung des Substratspektrums beider Proteine vermuten läßt.
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Abbildung 2-24: Die Lokalisation von UFD3 wird durch Bindung an CDC48 beeinflußt. a. UFD3

kann in Zwei-Hybrid-System mit UFD1 interagieren. b. Die Lokalisation von UFD3myc wurde in WT-

ufd1-2- und ufd2-Hefezellen durch indirekte Dekonvulotionsimmunfluoreszenz analysiert.

6.3 UFD3 kann am Abbau des SPT23 p90-Transkriptionsfaktors

beteiligt sein

Da die Deletion von UFD3 die ufd1-2-Mutante supprimieren kann, lag die Vermutung

nahe, daß UFD3 den Abbau von SPT23 p90 beeinflussen könnte. In ufd3-Hefeellen

läßt sich nur wenig freies Ubiquitin nachweisen (Johnson et al., 1995). Daher können

manche Proteolysedefekte in ufd3-Deletionsmutanten durch heterologe

Überexpression von Ubiquitin partiell gerettet werden (Ghislain et al., 1996). Der

Abbau von SPT23 p90 wurde daher zusätzlich nach Ubiquitin-Überexpression in

Promoter-Shutoff-Experimenten untersucht.

Wie aus den Parallelen zwischen UFD2 und UFD3 erwartet wurde, ist SPT23

p90 in ufd3-Zellen stabilisiert (Abb. 2-25a). Im Gegensatz dazu ist die

Prozessierung des Transkriptionsfaktors in ufd3-Mutanten kaum inhibiert. Die

Überexpression von Ubiquitin mildert den Abbaudefekt der Mutanten nicht. UFD3

scheint demnach am Abbau des Transkriptionsfaktors beteiligt zu sein, wenngleich

dieser Effekt indirekt durch limitierende Ubiquitinmengen begründet sein könnte.

Wird die Lokalisation von SPT23 p90 durch Immunfluoreszenzmikroskopie in

ufd3-Mutanten untersucht, so findet sich der Transkriptionsfaktor gehäuft im

Zellkern. Die Deletion von UFD3 inhibiert nicht die CDC48-abhängige Mobilisierung

(Abb. 2-25b). Die Stabilisierung des Transkriptionsfaktors bewirkt daher erneut eine

verlängerte Zeitdauer der SPT23 p90-Aktivität. In Übereinstimmung damit läßt sich

auch bei ufd3-Hefezellen eine Hypersensitivität gegenüber Ölsäure im

Wachstumsmedium beobachten, die weniger deutlich als in ufd2-Hefezellen

ausgeprägt ist (Abb. 2-25c). Unabhängig davon, ob SPT23 p90 direkt oder indirekt in
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SPT23 p90-Zellen stabilisiert wird, zeigen diese Mutanten den dafür erwarteten

Phänotyp.

Abbildung 2-25: SPT23 p90 ist in ufd3-Mutanten im Kern stabilisiert. a. Stabilisierung von

SPT23 p90 in ufd3-Mutanten. Die Stabilität von SPT23 wurde in Promoter-Shutoff-Experimenten in

WT- und ufd3-Zellen analysiert. In ufd3-Zellen wurde zusätzlich Ubiquitin überexprimiert. b.

Lokalisierung von SPT23 in ufd3-Zellen. SPT23 wurde durch anti-myc-Immunfluoreszenz detektiert.

c. ufd3-Zellen zeigen einen milden Wachstumsdefekt auf Ölsäure-haltigen Platten. Die angegeben

Stämme wurden bei 34 °C auf YPD- bzw. auf YPD+Ölsäure-Platten für drei Tage inkubiert.



Diskussion

60

Diskussion

Die Erkennung ubiquitinierter Proteine durch das 26S-Proteasom führt in der Regel

zum prozessiven Abbau des Ubiquitinkonjugates. Wenige Proteine, wie die

Transkriptionsfaktoren NF-κB aus Säugern oder die in dieser Arbeit charakterisierten

SPT23 und MGA2 aus S. cerevisiae, werden nur partiell degradiert oder prozessiert.

Durch diese ungewöhnliche Reaktion werden aus inaktiven Vorläufern verkürzte

Proteine definierter Aktivität gebildet. Regulierte Ubiquitin/Proteasom-abhängige

Prozessierung (RUP), deren Mechanismus noch weitgehend ungeklärt ist, stellt

einen wichtigen Mechanismus der Transkriptionsregulation in Eukaryonten dar.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß für die durch das 26S-Proteasom

katalysierte Prozessierung der SPT23- und MGA2-Transkriptionsfaktoren aus

S.cerevisiae die Ausbildung stabiler Homodimere notwendig ist. Die Dimerisierung

schützt die transkriptionsaktivierenden Domänen vor proteasomaler Degradation.

Membranständige SPT23 p120/p90-Komplexe werden anschließend durch die

ubiquitin-selektive Segregase CDC48UFD1/NPL4 disassembliert. Dies ermöglicht, daß

monoubiquitiniertes SPT23 p90 in den Zellkern transportiert wird und dort die

Transkription des OLE1-Genes aktiviert. CDC48 koordiniert ebenso spätere

Ereignisse, die den Abbau des aktiven Transkriptionsfaktors nach sich ziehen. Es ist

damit ein zentraler Regulator des OLE-Wegs und des Ubiquitin/Proteasom-Systems.

1. Die Ähnlichkeit der SPT23-Prozessierung zu NF- B gibt Hinweise

auf den Mechanismus der Prozessierungsreaktion

Das erste Protein, dessen Aktivierung durch proteasomale Prozessierung

beschrieben wurde, war NF-κB, ein in Säugern für die Schmerz- und Immunantwort

essentieller Transkriptionsfaktor (Fan und Maniatis, 1991; Palombella et al., 1994).

NF-κB existiert als Heterodimer, dessen eine Untereinheit als 105 kDa-

Vorläuferprotein synthetisiert wird. Nach Ubiquitinierung wird NF-κB p105 durch das

26S-Proteasom zu einem 50 kDa-großen Protein (p50) prozessiert, welches mit

einem weiteren Aktivator, p65, wechselwirkt (Baeuerle und Baltimore, 1989).

Aufgrund der beobachteten Prozessivität des Proteasoms wurde zunächst

vorgeschlagen, daß p105 posttranslational vom C-Terminus beginnend durch das

Proteasom abgebaut wird, bis eine glycinreiche „Stop-Transfer-Sequenz“ erreicht

wird (Ciechanover et al., 2001). Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten sowie

weitere publizierte Befunde unterstützen jedoch ein alternatives, die NF-κB- und

SPT23/MGA2-Prozessierung erklärendes Modell (Lin et al., 2000; Lee et al., 2001;

diese Arbeit).
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NF-κB p105 wird sowohl post- als auch kotranslational prozessiert (Lin et al., 1998;

Lin et al., 2000; Xiao et al., 2001). Für die kotranslationale Prozessierung ist die

Wechselwirkung zwischen naszierenden Ketten zweier aufeinander folgender

Ribosomen essentiell. Dies führt zu Ribosom-assoziierten p105/p50-Dimeren (Lin et

al., 2000). Da die naszierenden Ketten nicht vollständig synthetisiert bzw. deren C-

Termini im Ribosom verborgen sind, kann die kotranslationale Prozessierung von

NF-κB p105 nicht durch prozessive, am C-Terminus startende Degradation des

Vorläufers erfolgen. Vielmehr muß eine endoproteolytische, von der Aktivität des

Proteasoms abhängige Spaltungsreaktion postuliert werden. Die Prozessierung der

ursprünglich ER-ständigen Transkriptionsfaktoren SPT23 und MGA2 stützt diese

Hypothese. Im Gegensatz zu NF-κB werden SPT23/MGA2 zwar kaum

kotranslational prozessiert, ihre C-Termini sind jedoch durch die Membraninsertion in

gleicher Weise vor proteasomalem Angriff geschützt (Hoppe et al., 2000). Auch in

der Prozessierungsreaktion von SPT23 und MGA2 kann daher ein initieller

endoproteolytischer Schnitt des Proteasoms angenommen werden.

Erlaubt die bekannte dreidimensionale Struktur des Proteasoms diesen

möglichen endoproteolytischen Schnitt? Das 26S-Proteasom ist eine

kompartimentalisierte Protease, deren aktive Zentren im Inneren des Komplexes

verborgen sind (Löwe et al., 1995; Groll et al., 1997). Der Zugang zur proteolytischen

Kammer wird durch die Wechselwirkung der AAA-ATPase RPT2 des 19S-

Regulatorpartikels mit N-terminalen Extensionen der α-Untereinheiten des

Kernpartikels kontrolliert (Köhler et al., 2000; Groll et al., 2001). Wird der Zugang

zum Proteasom in einer ATP- und RPT2-abhängigen Reaktion geöffnet, so bildet

sich ein Kanal mit einem Durchmesser von ca. 13 Å aus. Die zentrale Öffnung des

archaebakteriellen Proteasoms besitzt gleichermaßen einen Durchmesser von

weniger als 20 Å (Wenzel und Baumeister, 1995). Es können somit nur entfaltete

Proteine durch das 26S-Proteasom abgebaut werden. Eine durch einen

proteasomalen, endoproteolytischen Schnitt initiierte Prozessierungsreaktion

erfordert deshalb die Ausbildung einer Haarnadelschleife im Substratprotein, die in

das Proteasom eingeführt werden kann. Der Durchmesser des zu den katalytischen

Untereinheiten des Proteasoms führenden Kanals ist weit genug, um zwei

benachbarte, entfaltete Polypeptidketten einer Haarnadelschleife aufzunehmen (M.

Groll, pers. Mitteilung; Lee et al., 2002; Abb. 3-1). Die Entfernung der aktiven Zentren

vom Eingang des Proteasoms entspricht der Länge eines entfalteten, etwa zwanzig

Aminosäuren langen Peptids. Eine ensprechende Haarnadelschleife müßte daher

etwa 40 Aminosäuren umfassen und könnte einen möglichen endoproteolytischen

Schnitt mechanistisch erklären.
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Abbildung 3-1: Eine Haarnadelschleife könnte als Initiationspunkt einer proteasomalen

Prozessierungsreaktion dienen. Die Abbildung zeigt die dreidimensionale Struktur eines vertikal

geschnittenen 20S-Proteasoms (blau; Groll et al., 1997). Eine Haarnadelschleife einer entfalteten

Polypeptidkette wurde in die Struktur modelliert. Als Vergleich wurde diese mit gefaltetem NF-κB p50

verknüpft (Müller et al., 1996).

Postuliert man eine Haarnadelschleife als Initiationspunkt proteasomaler

Prozessierung, muß in den Substratproteinen eine intrinsisch labile oder reguliert

destabilisierbare Peptidsequenz vorhanden sein, die eine lokale Entfaltung des

Proteins zulassen würde. In NF-κB scheint hierfür eine glycinreiche Region (GRR),

prädestiniert (Lin und Ghosh, 1996; Betts und Nabel, 1996; Heusch et al., 1999). Die

Entfaltung dieser Region ist vermutlich wenig energieaufwendig, und zudem wird die

Einführung einer glycinreichen Haarnadelschleife ins Proteasom kaum durch sterisch

anspruchsvolle Seitenketten behindert. Interessanterweise ist die GRR für die

Prozessierung des NF-κB-Transkripionsfaktors essentiell und kann diese auch in

heterologer Umgebung initiieren (Lin und Ghosh, 1996; Betts und Nabel, 1996). Die

GRR schützt jedoch die N-terminale Transkriptionsaktivierungsdomäne nicht vor

proteasomaler Degradation, da NF-κB p105 bei N-terminal von dieser Region

liegenden Mutationen vollständig abgebaut werden kann (Lee et al., 2001). Die

glycinreiche Region ist daher für einen frühen, der Ubiquitinierung folgenden Schritt

der Prozessierung, z.B. für den postulierten endoproteolytischen Schnitt, notwendig.

In SPT23 und MGA2 wird auf der Ebene der Primärstruktur kein homologer Bereich

gefunden. Allerdings befinden sich an analoger Stelle der Proteine Regionen

niedriger Sequenzkomplexität, die eine ähnliche Funktion übernehmen könnten.
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Abbildung 3-2: Modelle der proteasomalen Prozessierung von NF- B und SPT23. a. Das „Stop-

Transfer-Modell“ der posttranslationalen NF-κB-Prozessierung. NF-κB wird nach Ubiquitinierung vom

Proteasom erkannt und prozessiv vom C-Terminus beginnend abgebaut. Bei Erreichen eines

putativen Stop-Transfer-Signals wird die Degradation abgebrochen und p50 freigesetzt. b. Modell der

kotranslationalen NF-κB-Prozessierung. Die sich faltende N-terminale Domäne einer naszierenden

p105-Polypeptidkette interagiert am Ribosom mit einer naszierenden Kette des Vorläuferribosoms.

Die ubiquitinierte Polypeptidkette wird endoproteolytisch durch das Proteasom gespalten. Nach

vollständiger Translation des nicht-geschnittenen NF-κB dissoziiert ein p105/p50-Komplex vom

Ribosom. c,d. „Haarnadel-Modell“ der posttranslationalen Prozessierung von NF-κB (c) und SPT23

(d). Die ubiquitinierten Moleküle werden endoproteolytisch nach Ausbildung einer Haarnadelschleife

durch das Proteasom gespalten. Während die N-terminalen Domänen durch stabile

Wechselwirkungen vor proteasomalem Abbau geschützt sind, werden die C-terminalen Domänen

schnell abgebaut. Das Resultat der proteasomalen Prozessierung sind NF-κB p105/p50- und SPT23

p120/p90-Komplexe. Diese werden anschließend durch spezifische Chaperone (BCL-3 für NF-kB;

CDC48UFD1/NPL4 für SPT23 p90) disassembliert.

Schneidet das Proteasom endoproteolytisch, muß ein Signal existieren, welches die

transkriptionsaktivierenden Domänen in NF-κB und SPT23 vor Proteolyse schützt. In

eleganten Arbeiten zum Abbau des artifiziellen Proteasomsubstrates Ubi-DHFR

konnte gezeigt werden, daß die Proteolyse des Enzyms DHFR nach Bindung des

Liganden Methotrexat inhibiert ist (Johnston et al., 1995). Methotrexat stabilisiert

DHFR und verhindert dadurch die Entfaltung des Substrates durch das Proteasom.

Dies wurde in weiterführenden Studien, in denen kurzlebige Proteine durch lineare

Fusion mit stabil gefalteten Proteinen vor Abbau geschützt wurden, bestätigt (Lee et

al., 2001). Eine stabil gefaltete Domäne kann daher gegenüber proteasomalem

Verdau resistent sein.
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Ebenso wie die stabile Faltung einer einzelnen Domäne kann die Einbindung in

oligomere Komplexe die für den proteasomalen Abbau essentielle Entfaltung des

Substrates inhibieren. NF-κB und SPT23 nutzen dies offenbar, um ihre N-terminalen

Transkriptionsaktivierungsdomänen vor proteasomaler Degradation zu schützen.

Interessanterweise dimerisieren beide Proteine mittels der hochkonservierten IPT-

Domäne (Müller et al., 1995; diese Arbeit). Die räumliche Struktur der

Dimerisierungsoberfläche des NF-κB-Homodimers zeigt eine Verzahnung

hydrophober Seitenketten von Aminosäuren beider Untereinheiten (Müller et al.,

1995). Diese Aminosäuren sind nahezu vollständig in der IPT-Domäne von SPT23

konserviert (Abb. 2-2). Die gebildeten Dimere sind aufgrund des verzahnten und

hydrophoben  Charakters der Bindung sehr stabil. Die Deletion oder Mutationen

innerhalb der Dimerisierungsoberfläche verhindern die Prozessierung und fördern im

Gegenzug den vollständigen Abbau beider Proteine (Lin et al., 1998, Lin et al., 2000;

Lee et al., 2001; diese Arbeit). Es ist daher wahrscheinlich, daß die Ausbildung der

stabilen Vorläuferkomplexe das „Stop-Transfer-Signal“ der Prozessierung darstellen.

Interessanterweise wird auch das dritte bekannte Substrat proteasomaler

Prozessierung, der Transkriptionsfaktor Cubitus interruptus aus D. melanogaster, nur

nach Einbindung in hochmolekulare Komplexe prozessiert (Ingham, 1998;

Nourreddine et al., 2002). Eine Übersicht der vorgeschlagenen Prozessierungs-

mechanismen zeigt Abb. 3-2.

2. CDC48UFD1/NPL4 wirkt als ubiquitin-selektive Segregase

Eine vor proteasomalem Abbau schützende Dimerisierung muß stabil genug sein,

der Entfaltungsaktivität der AAA-ATPasen des 19S-Regulatorpartikels standzuhalten.

Das Resultat einer Prozessierungsreaktion sind daher stabile Komplexe aus einem

nicht-geschnittenen Vorläuferprotein (processing template) und dem Prozessierungs-

substrat (processing substrate). Diese Komplexe werden sowohl bei NF-κB als auch

bei SPT23/MGA2 als Intermediate beobachtet (Betts und Nagel, 1996; Lin et al.,

2000; diese Arbeit). Für das Herauslösen der prozessierten Transkriptionsfaktoren

aus den für ihre Funktion inhibitorischen Dimeren werden besondere Chaperone

benötigt. NF-κB p50 kann durch das Ankyrin-ähnliche Protein BCL-3, SPT23 durch

die ubiquitin-selektive Segregase CDC48UFD1/NPL4 mobilisiert werden (Watanabe et al.,

1997; Braiser et al., 2001; Michel et al., 2001; diese Arbeit).

CDC48 gehört zur Klasse der AAA-ATPasen, die in verschiedensten zellulären

Kontexten gefunden werden (Übersicht in Neuwald et al., 1999). Die sechs AAA-

ATPasen des 19S-Regulatorpartikels des Proteasoms erkennen Ubiquitin und

können Proteine entfalten (Braun et al., 1999; Lam et al., 2002). NSF, ein enger

Verwandter von CDC48, bindet stabile SNARE-Komplexe und entwindet diese, um
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Membranfusionereignisse zu ermöglichen (Söllner et al., 1993; Whiteheart et al.,

1994). Zusätzlich stabilisiert NSF SNARE-Proteine in ihrer monomeren, fusions-

kompetenten Konformation (Müller et al., 2002). Bakterielle AAA-ATPasen der Clp-

und Lon-Familie vermitteln die Entfaltung und den Abbau bestimmter Proteine,

während verwandte Proteine diese Aufgabe in Mitochondrien übernehmen (Weber-

Ban et al., 1999; Leonhard et al., 1999; Leonhard et al., 2000). Daneben können

Proteine dieser Klasse auch als Helikasen, in der Organellbiosynthese oder während

der Transkriptionsregulation wirken. Allen AAA-ATPasen scheint dabei die Fähigkeit,

Proteinkomplexe zu organisieren oder zu disassemblieren, gemeinsam zu sein (Patel

und Latterich, 1998; Neuwald et al., 1999).

CDC48 vermittelt eine Komplexdisassemblierungs- oder Segregasefunktion im

OLE-Weg, indem es SPT23 p90 aus membranständigen SPT23 p120/p90-

Komplexen in einer ATP-abhängigen Reaktion mobilisiert. CDC48 besteht aus drei

Domänen (N, D1, D2)  und ist als ringförmiges Hexamer organisiert (Zhang et al.,

2001). ATP-Bindung verursacht eine zueinander versetzte Bewegung dieser

Domänen, wodurch die substratbindenden flexiblen N-Domänen weiter voneinander

entfernt werden (Rouiller et al., 2000). Eine ähnliche nukleotidabhängige

Konformationsänderung wurde bei dem CDC48-Homologen NSF beobachtet

(Hanson et al., 1997; May et al., 2001). Dieser der Öffnung einer Fotoblende

vergleichbare Vorgang kann den zur Entwindung der stabilen Komplexe notwendigen

Kraftpuls liefern. Im Falle von SPT23 resultiert dies zudem in der Bindung des

prozessierten Transkriptionsfaktors an CDC48.

Eine ähnliche Funktion wurde für CDC48 während der Membranfusion

vorgeschlagen (Latterich et al., 1995; Patel et al., 1998). Die für die Fusion zweier

Membransysteme nötige Spezifität wird durch Paarung von SNARE-Proteinen des

Vesikels (v-SNARE) mit SNARE-Proteinen der Zielmembran (t-SNARE) vermittelt

(Pelham, 2001). Nach erfolgter Fusion müssen SNARE-Komplexe aufgelöst werden,

um weitere Fusionsreaktionen zu ermöglichen (Ungermann et al., 1998; Xu et al.,

1998). CDC48 bindet während der homotypischen Fusion von ER-Membranen das t-

SNARE UFE1 und vermittelt vermutlich UFE1/UFE1-Komplexdisassemblierung

(Patel et al., 1998). Während der postmitotischen Rekonstitution des Golgi-Apparates

erkennt das CDC48-Orthologe höherer Eukaryonten, p97, das t-SNARE Syntaxin V

(Rabouille et al., 1998). Nach CDC48/p97-vermittelter Segregation bleiben die

SNARE-Proteine zunächst an CDC48 gebunden und gehen anschließend in weitere

Membranfusionszyklen ein. Dies entspricht der Funktion von CDC48 im OLE-Weg:

ein stabiler SPT23-Komplex wird entwunden, wobei ein Partner, SPT23 p90, an

CDC48 gebunden bleibt. Vollängen-SPT23 kann hingegen nach Dimerisierung eine

erneute Prozessierungsreaktion eingehen.
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Wie kann CDC48 so unterschiedliche Substrate spezifisch erkennen? Im OLE-

Weg und während des Abbaus des artifiziellen Substrates Ubi-ProβGal erkennt

CDC48 ubiquitinierte Substrate. Obwohl CDC48 diese direkt binden kann, erhöht der

heterodimere Adaptor UFD1/NPL4 in vivo deutlich die Affinität der Segregase zu

Ubiquitinkonjugaten. Interessanterweise ist UFD1 zur N-terminalen Substratbinde-

domäne von CDC48 homolog, was die sequentielle Übertragung von Substraten

über UFD1 auf CDC48 ermöglichen könnte (Golbik et al., 1999). Im Zuge der

Membranfusion bindet CDC48 hingegen den Adaptor SHP1/p47 (Kondo et al., 1997;

Braun et al., 2002). Analog zu UFD1/NPL4 wird SHP1 zur Erkennung der SNARE-

Proteine benötigt (Rabouiller et al., 1998). Die Bindung der beiden Adaptoren ist

kompetitiv, sodaß diese den zellulären Kontext definieren, in dem CDC48 wirkt

(Meyer et al., 2000). CDC48 assoziiert mit dem Adaptor SHP1 über dessen UBX-

Domäne, die trotz fehlender Sequenzhomologie überraschenderweise Ubiquitin

strukturell sehr ähnlich ist (Buchberger et al., 2001; Yuan et al., 2001; Braun et al.,

2002). SHP1 blockiert dadurch vermutlich die Ubiquitinbindungsstelle von CDC48,

während UFD1/NPL4 diese der Substratbindung zugänglicher gestaltet. Die

Assoziation mit unterschiedlichen Adaptoren kann daher die Substratspezifität der

Segregase CDC48 erklären. Da dies CDC48 verschiedenen Prozessen zuführt,

werden die Komplexe als CDC48UFD1/NPL4 oder CDC48SHP1 voneinander

unterschieden.

CDC48 erinnert stark an die klassische AAA-ATPase der Membranfusions-

ereignisse, NSF (Mayer et al., 1996). Während der Membranfusion besitzt NSF zwei

essentielle Funktionen (Söllner et al., 1993; Müller et al., 1999; Müller et al., 2002).

Zunächst bindet NSF in Abhängigkeit des Adaptors SNAP an membranständige

SNARE-Komplexe und entwindet diese in einer ATP-abhängigen Reaktion

(Whiteheart et al., 1994). Dabei erkennt NSF interessanterweise verschiedene

SNAP-Kofaktoren, die die Aktivität der AAA-ATPase zu spezifischen SNARE-

Komplexen leiten (Clary et al., 1990; DeBello et al., 1995). Anschließend vermittelt

NSF in einer ATP-unabhängigen Reaktion die Bindung von GATE-16 an das

ungepaarte SNARE, sodaß dieses fusionskompetent bleibt (Müller et al., 2002). In

gleicher Weise verhindert die Bindung von CDC48 an SPT23 p90, die auch nach

erfolgter Mobilisierung beobachtet wird, die Reassoziation von p90 mit

membranständigem SPT23 p120. Die Funktionen der AAA-ATPasen sind daher sehr

verwandt und werden durch Verwendung spezifischer Kofaktoren ihrem jeweiligen

zellulären Kontext zugeführt.

Die vorgeschlagene Funktion des CDC48UFD1/NPL4-Komplexes als Segregase

impliziert, daß seine Funktion im Ubiquitin/Proteasom-System auf die

Disassemblierung oligomerer Komplexe beschränkt sein könnte. Tatsächlich wird

CDC48UFD1/NPL4 weder für den Abbau des monomeren Ubi-DHFR noch für den des
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monomeren Ubi-GFP benötigt und kann demnach als ubiquitin-spezifische

Segregase verstanden werden (Bays et al., 2001; diese Arbeit).

3. CDC48 wirkt als Organisator ubiquitinabhängiger Prozesse

Die Ubiquitinselektivität der CDC48UFD1/NPL4-Segregase wirft zwei Fragen auf: Wann

erkennt CDC48 ein Ubiquitinkonjugat, d.h. nach Mono- oder erst nach dessen

Multiubiquitinierung ? Welche Konsequenz hat die Ubiquitinerkennung durch CDC48

für das Substrat ?

Die Bindung von CDC48 an ubiquitinierte Proteine ist nach den in dieser Arbeit

vorgestellten Daten nicht an die Multiubiquitinierung der Substrate gekoppelt. CDC48

erkennt UbiGST und assoziiert damit mit einem monoubiquitinierten Protein. Zudem ist

die Bindung an Ubiquitinkonjugate in Deletionsmutanten des E4-Enzyms UFD2, in

denen die CDC48-assoziierte Multiubiquitinierung inhibiert ist, nicht verringert.

CDC48 erkennt zusätzlich die einem monoubiquitinierten Protein vergleichbaren

UBX-Domänen (Yuan et al., 2001; Braun et al., 2002). Diese Daten belegen, daß

CDC48 monoubiquitinierte Proteine binden kann. Im CDC48-Hexamer sind jedoch

sechs putative Ubiquitinbindungsstellen präsent, weshalb diese ubiquitin-selektive

Segregase neben mono- auch oligo- oder multiubiquitinierte Substrate erkennen

könnte (Dai et al., 2000).

Ubiquitinierung ist ein reversibler Vorgang. Neben der Art der Verknüpfung der

Ubiquitinmoleküle untereinander ist die Länge der Ubiquitinkette für das Schicksal

des Substrates von entscheidender Bedeutung. Monoubiquitinierung kontrolliert den

Transport mehrerer Plasmamembranproteine in die Vakuole, die Modifikation von

Histonen, die Aktivität von Transkriptionsfaktoren oder die Aktivität zentraler Proteine

der DNA-Reparatur (Hicke et al., 2001; Salghetti et al., 2001; Höge et al., 2002; Sun

und Allis, 2002). Multiubiquitinierung kann dagegen zum Abbau des Proteins durch

das 26S-Proteasom führen (Chau et al., 1989). Es ist daher für Zellen überlebens-

wichtig, neben der Substratspezifität auch die Effizienz einer Ubiquitinierungsreaktion

streng zu regulieren. CDC48UFD1/NPL4 könnte in diesem Prozeß eine wichtige

regulatorische Funktion zukommen, da es den E4-Multiubiquitinierungsfaktor UFD2

kontrolliert.

Es war bereits bekannt, daß CDC48 mit dem E4-Enzym UFD2 wechselwirkt

(Koegl et al., 1999). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß diese

Wechselwirkung von der vorherigen Substratbeladung der Segregase abhängig ist.

Da UFD2 in Abwesenheit funktionellen CDC48UFD1/NPL4-Komplexes weder in vivo mit

Ubi-ProβGal oder SPT23 p90 noch in vitro mit UbiGST effizient wechselwirken kann,

vermittelt CDC48 die stabile Bindung mono/oligoubiquitinierter Substrate an das E4-
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Enzym. CDC48 stellt durch die Ausbildung des ternären Komplexes aus Segregase,

Substrat und E4-Enzym sicher, daß die E4-vermittelte Multiubiquitinierung der

gebundenen Proteine der strikten Kontrolle der Segregase unterliegt.

Warum reguliert CDC48 die Multiubiquitinierung der an die Segregase

gebundenen Proteine? Im OLE-Weg ist zunächst die für die Verlängerung der

Ubiquitinkette inhibitorische Funktion von CDC48 offensichtlich. SPT23 p90 wird

durch CDC48UFD1/NPL4 aus dem membranständigen SPT23 p120/p90-Komplex als

ubiquitiniertes Protein mobilisiert. Die ubiquitinabhängige Bindung an CDC48 kann

das Degradationssignal maskieren und so SPT23 p90 vor frühzeitigem Abbau im

Zytosol schützen. Im Zellkern kann das dort lokalisierte UFD2 den CDC48/Substrat-

Komplex erkennen und die Multiubiquitinierung des Transkriptionsfaktors initiieren.

Ob die durch UFD2 vermittelte Ubiquitinierung ausreicht, um SPT23 p90 dem

proteasomalen Abbau zuzuführen, ist gegenwärtig unklar. Es ist vorstellbar, daß

zusätzliche Faktoren benötigt werden, um das Substrat von CDC48 zu dissoziieren.

Alternativ könnte CDC48 auch die direkte Erkennung eines durch UFD2 nur

oligoubiquitinierten Proteins durch das 26S-Proteasom katalysieren, da die

Segregase als kopräzipitierendes Protein in Reinigungen des Proteasoms

nachgewiesen wurde (Verma et al., 2000).

Nach diesem Modell hat CDC48 im Hinblick auf die Multiubiquitinierung eines

gebundenen Proteins eine ambivalente Funktion. Zunächst inhibiert es die

Ubiquitinierung und damit den Abbau eines Substrates, während es beide Prozesse

zu einem späteren Zeitpunkt durch die Rekrutierung des E4-Enzyms fördern kann.

Dies erinnert an das als anti-E4-Enzym charakterisierte Protein RAD23 (Ortolan et

al., 2000; Chen et al., 2001; Chen und Madura, 2002). RAD23 bindet

oligoubiquitinierte Substrate durch zwei konservierte UBA-Domänen und behindert

dadurch deren Multiubiquitinierung (Ortolan et al., 2000; Wilkinson et al., 2001; Rao

und Sastry, 2002). Im Gegensatz zu dieser inhibitorischen Funktion kooperiert

RAD23 jedoch mit RPN10 in der proteasomalen Zielsteuerung der gebundenen

Proteine und fördert dadurch deren Abbau (Elsasser et al., 2002; Chen und Madura,

2002). CDC48 und RAD23 könnten daher eine wichtige Klasse regulatorischer

Proteine des Ubiquitin/Proteasom-Systems konstituieren, die die unproduktive

Ubiquitinierung bestimmter Substrate inhibieren, um diese kontrolliert der

proteasomalen Degradation zuzuführen.

Interessanterweise wurde eine gleichermaßen enge Kopplung zwischen einem

Multiubiquitinierungsfaktor und einem Chaperon auch für das andere beschriebene

U-Box-abhängige E4-Enzym CHIP beobachtet (Imai et al., 2002). CHIP wurde

ursprünglich als Interaktionspartner der Hitzeschock-induzierten Chaperone

Hsp70/Hsc70 und Hsp90 identifiziert (Ballinger et al., 1999). Analog zur UFD2-

abhängigen CDC48-Ubiquitinierung kann CHIP die Ubiquitinierung des Chaperons
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Hsc70, nicht aber dessen proteasomalen Abbau, vermitteln (Jiang et al., 2001). CHIP

erkennt ebenfalls an Hsp70 gebundene Substrate, deren proteasomale Degradation

es fördern kann (Connell et al., 2001; Meacham et al., 2001; Imai et al., 2002; Xu et

al., 2002). Zumindest im Fall des Membranrezeptors Pael-R geschieht dies durch die

U-Box-abhängige Stimulation einer Ubiquitin-Ligase, Parkin (Imai et al., 2002). Es ist

eine interessante Beobachtung, daß E4-Enzyme funktionell mit Chaperonen

wechselwirken, da die effiziente Multiubiquitinierung schwer abzubauender

Chaperonsubstrate (Aggregate, Komplexe, etc) deren proteasomale Degradation

eventuell erst ermöglicht.

CDC48 besitzt demnach zwei elementare Funktionen innerhalb des

Ubiquitin/Proteasom-Systems. Es erkennt ubiquitinierte Proteine und kann diese aus

stabilen, multimeren Komplexen herauslösen. Anschließend kann es weitere

Reaktionen, wie etwa die E4-vermittelte Multiubiquitinierung, kontrollieren. Es ist in

gleicher Weise vorstellbar, daß CDC48 die Bindung des aus dem Komplex

herausgelösten, ubiquitinierten Proteins an Ubiquitin-Hydrolasen vermittelt. CDC48

ist damit ein zentrales Enzym in der Regulation des Proteinabbaus, das die

reversible Modifikation des Substrates mit Ubiquitin als Diskriminierungsmerkmal

nutzt.

4. Der OLE-Weg verdeutlicht die Funktion der Ubiquitinierung in der
Transkription

Die bisher diskutierten Ergebnisse verdeutlichen, daß im OLE-Weg die

Ubiquitinierung eines Proteins keineswegs direkt zu dessen proteasomalem Abbau

führen muß. Stattdessen wird im OLE-Weg die Transkription des Gens OLE1 durch

Ubiquitinierung auf vielfältige Art und Weise reguliert (Abb. 3-3).

Zunächst wird SPT23 durch regulierte Ubiquitin/Proteasom-abhängige

Prozessierung aktiviert. Die an p90 verbliebene Ubiquitinmodifikation wird von

CDC48UFD1/NPL4 erkannt. Diese ubiquitin-selektive Segregase löst SPT23 p90 in einer

ATP-abhängigen Reaktion von seinem membranständigen Partner p120. Aktives

SPT23 p90 wird in den Zellkern transportiert, um dort die Transkription von OLE1 zu

steuern. In dieser Zeit schützt die Assoziation des ubiquitinierten

Transkriptionsfaktors mit CDC48 diesen vor Multiubiquitinierung und Degradation.

SPT23 wird nach OLE1-Transkription mittels zweier unterschiedlicher Mechanismen

inaktiviert. Zunächst vermittelt CDC48 die Bindung des Proteins an das E4-Enzym

UFD2, welches im Verbund mit RPN10, RSP5 und dem 26S-Proteasom für den

ubiquitinabhängigen Abbau des Transkriptionsfaktors im Zellkern verantwortlich ist.

Gleichzeitig bildet das Produkt des Regulons, das Protein OLE1, ungesättigte

Fettsäuren, die die Prozessierung des Transkriptionsfaktors an der ER-Membran
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inhibieren. Der Ubiquitinierung kommen daher aktivierende sowie inaktivierende

Funktionen zu, durch deren komplexes Wechselspiel die Dauer der SPT23-Aktivität

streng reguliert wird.

Interessanterweise wurden neben SPT23 ähnlich regulierte

Transkriptionsfaktoren beobachtet (Salghetti et al., 2001; Gianni et al., 2002). Ein N-

terminal fusioniertes, nicht konjugierbares Ubiquitinmolekül genügte zur Aktivierung

eines artifiziellen Transkriptionsfaktors LexA-VP16, während Multiubiquitinierung und

proteasomale Degradation die Wirkungsdauer des Proteins bestimmten (Salghetti et

al., 2001). Ein steroidregulierbarer Transkriptionsfaktor scheint auf ähnliche Weise

reguliert (Gianni et al., 2002). Diese Befunde können anscheinend generalisiert

werden. Die Aktivität mehrerer Transkriptionsfaktoren ist invers proportional zu deren

Halbwertszeit, da gerade Transkriptionsaktivierungsdomänen wirksame

Degradationssignale enthalten (Molinari et al., 1998; Gianni et al., 2002).

Ubiquitinierung trägt demnach ein zeitlich begrenztes Aktivierungssignal in sich,

welches durch das 26S-Proteasom abgeschaltet wird. Ubiquitinierung lizensiert einen

Transkriptionsfaktor in einem zeitlich eng begrenzten Rahmen.

Abbildung 3-3: Der OLE-Weg in S. cerevisiae. Der ursprünglich an der Membran des

Endoplasmatischen Retikulums verankerte SPT23-Transkriptionsfaktor ist grün dargestellt. Nach

Ubiquitinierung (rot) durch RSP5 erkennt das 26S-Proteasom (grau) SPT23 und prozessiert das

dimerisierte Protein in eine 90 kDa-Form, p90. SPT23 p90 wird durch die ubiquitin-selektive

Segregase CDC48UFD1/NPL4 (gelb) aus dem membranständigen Komplex mobilisiert. Im Nukleus

vermittelt CDC48 zusammen mit dem E4-Enzym UFD2 (blau) die kontrollierte Multiubiquitinierung von

SPT23 p90 und führt so den Transkriptionsfaktor dem proteasomalen Abbau zu.

Warum scheint Ubiquitinierung für die Aktivität eines Transkriptionsfaktors von

Bedeutung zu sein? Wie unter anderem in dieser Arbeit gezeigt wurde, können

bestimmte AAA-ATPasen mit ubiquitinierten Proteinen wechselwirken. Neben dem

hier charakterisierten CDC48 sind dies vor allem die AAA-ATPasen des 19S-

Regulatorpartikels des Proteasoms (Elsasser et al., 2002; Lam et al., 2002).
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Interessanterweise supprimieren Mutationen in den Untereinheiten des 19S-

Regulatorpartikels RPT4 und RPT6 (sug2-1 und sug1-20 bzw. sug1-25) einen

Transkriptionselongationdefekt in cdc68-1-Mutanten (Ferdous et al., 2001). Die 19S-

Regulatorkappe bindet zudem an aktiv transkribierte, nicht aber an inaktive

Promotoren (Gonzalez et al., 2002).  Diese Komplex-reorganisierenden,

ubiquitinabhängigen Chaperone werden durch Erkennung der Transkriptionsfaktoren

an spezifischen DNA-Sequenzen verankert. Dies kann in der Folge die Affinität des

Chaperons gegenüber Histonen, die RAD6-abhängig ubiquitiniert werden, oder

gegenüber RNA-Polymerase II, die vor Elongation der Transkription ubiquitiniert wird,

erhöhen (Jentsch et al., 1987; Sun et al., 2002; Mitsui und Sharp, 1999).

Ubiquitinabhängige Chaperone könnten somit lokal die Chromosomenstruktur

reorganisieren oder gebundene RNA-Polymerase II in eine aktive Konformation

überführen. Obwohl gezeigt werden konnte, daß Chaperone

Transkriptionsfaktorkomplexe disassemblieren können (Freeman und Yamamoto,

2002), ist dieses Modell jedoch spekulativ und bedarf weiterer Analyse.

Abb. 3-4: Modell der Lizensierung eines Transkriptionsfaktors durch Ubiquitinierung.

Ubiquitinierung ermöglicht die Erkennung des Transkriptionsfaktors durch ubiquitin-selektive

Chaperone. Diese können entweder die Chromatinstruktur reorganisieren oder RNA-Polymerase in

eine transkriptionskompetente Konformation überführen. Die Ubiquitinierung dient später als

Initiationspunkt einer Multiubiquitinkette, die den Transkriptionsfaktor dem Abbau durch das 26S-

Proteasom zuführt.
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Material und Methoden

1. Material

1.1 Chemikalien und Reagenzien
Soweit nicht anders vermerkt, wurden analysenreine Chemikalien und Reagenzien der Firmen Applied

Biosystems, Biomol, Biorad, Fluka, Kodak, Merck, Roth, Riedel de Haen, Serva und Sigma

verwendet. Molekularbiologische Reagenzien, Restriktionsendonukleasen und die Mehrzahl anderer

Enzyme wurden, falls nicht anders angegeben, von den Firmen Roche, MBI, Fermentas, New

England Biolabs, Pharmacia, und Promega bezogen. Radiochemikalien stammten von den Firmen

Amersham und Hartmann Analytic. In nahezu allen der unten beschriebenen Methoden wurden sterile

Lösungen und sterile Gefäße eingesetzt.

1.2 Computer-Hardware und Software
Datenbankrecherchen wurden unter anderem mit Hilfe folgender Internetdienste durchgeführt: BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), SMART (http://smart.embl-heidelberg.de), PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed), SwissProt (http://www.expacy.ch). Für Sequenzanalysen

wurde das Programmpaket DNA-Star (DNA-Star Inc.) verwendet. Röntgenfilme und Gele wurden mit

einem AGFA-Scanner (Duoscan T1200) oder mit einer CCD-Kamera und mit dem Programm Adobe

Photoshop 5.0.2 (Adobe Systems Inc.) digitalisiert. Graphiken und Abbildungen wurden mit den

Programmen Canvas 6.0 (Deneba Software Inc.) oder Microsoft Powerpoint 98 erstellt.

Textverarbeitung erfolgte mit Microsoft Word98 auf einem Apple Macintosh G3 Computer.

1.3 Antikörper
Die verwendeten Antikörper wurden für Immunfluoreszenzanalysen (IF), Immunoblots (IB) oder

Immunpräzipitationen (IP) verwendet. Es waren entweder polyklonale Antikörper aus Hase (rb) oder

monoklonale Antikörper aus der Maus (mo). Folgende primäre Antikörper wurden verwendet: rb anti-

myc (Santa Cruz Biotechnology; IB, IP); mo anti-myc, 9E10 (Santa Cruz Biotechnology; IF, IB); mo

anti-HA, 12CA5 (Arbeitsgruppe Jentsch; IF, IB, IP); mo anti-VSV (Roche, IB); mo anti-DPM1

(Molecular Probes; IB); mo anti-His (Dianova; IB); rb anti-GST (Oncogene; IB); mo anti-βgal

(Promega; IF, IB, IP). Sekundäre Antikörper waren entweder mit Peroxidase aus Meerrettich oder mit

dem Fluorophor Alexa546 markiert und wurden von Dianova bzw. von Molecular Probes bezogen.

Zusätzlich wurde ein polyklonaler, bereits mit Peroxidase gekoppelter Antikörper gegen Protein A

(Dako) eingesetzt.

1.4 Escherichia coli Stämme
Für die meisten Arbeiten wurden die E.coli-Stämme TG1 oder XL1-Blue verwendet. Plasmide des

Zwei-Hybrid-Ansatzes konnten mit Hilfe des Leucin-auxotrophen E.coli-Stammes BA1 isoliert werden.

Expression von Proteinen erfolgte grundsätzlich in BL21 (DE3) pRIL-Bakterien.

1.5 Escherichia coli-Medien
Den angegebenen Medien wurden Antibiotika in den folgenden Konzentrationen zugesetzt: Ampicillin,

200 µg/ml; Kanamycin, 30 µg/ml; Tetracyclin, 25 µg/ml; Chloramphenicol, 34 µg/ml.
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LB-Medium 1% Bacto Tryptone (Difco)

0.5% Bacto Yeast Extract (Difco)

1% NaCl

LB-Agar 1.5% Agar in LB-Medium

1.6 Saccharomyces cerevisiae-Stämme
Alle Arbeiten wurden mit Hefestämmen, die dem Stamm DF5 (Finley et al., 1987) isogen waren,

durchgeführt.

Tabelle 4-1: Verwendete Hefestämme

Stamm Genotyp Quelle

WT MAT , his3- 200, leu2-3, 2-112, lys2-801, trp1-1

(am), ura3-52

Finley et al., 1987

ufd1-2 MAT , isogen zu WT, ufd1-2 Hoppe et al., 2000

npl4-1 MAT , isogen zu WT, npl4-1 DeHoratius et al.,

1996; Hoppe et al.,

2000

cdc48-6 MAT , isogen zu WT, cdc48-6 Hoppe et al., 2000

ufd1-2 cdc48-6 MAT , isogen zu WT, ufd1-2, cdc48-6 diese Arbeit

ufd1-2 npl4-1 MAT , isogen zu WT, ufd1-2, npl4-1 diese Arbeit

npl4-1 cdc48-6 MAT , isogen zu WT, npl4-1, cdc48-6 diese Arbeit

PJ69-4A MAT a, Zwei-Hybrid-Teststamm James et al., 1996

UFD1ProtA MAT , isogen zu WT, UFD1::ProtA::KanMX diese Arbeit

NPL43myc MAT , isogen zu WT, NPL4::3myc::KanMX diese Arbeit

NPL43myc cdc48-6 MAT , isogen zu WT, cdc48-6, NPL4::3myc::KanMX diese Arbeit

NPL43myc ufd1-2 MAT , isogen zu WT, ufd1-2, NPL4::3myc::KanMX diese Arbeit

UFD13myc MAT , isogen zu WT, UFD1::3myc::KanMX diese Arbeit

UFD13myc cdc48-6 MAT , isogen zu WT, cdc48-6, UFD1::3myc::KanMX diese Arbeit

UFD13myc npl4-1 MAT , isogen zu WT, npl4-1, UFD1::3myc::KanMX diese Arbeit

NPL4ProtA MAT , isogen zu WT, NPL4::ProtA::KanMX diese Arbeit

rsp5-2 MAT , isogen zu WT, rsp5::HIS3, leu2::LEU2

pRSP5-rsp5-2

Matuschewski, 1998

rsp5-2 cdc48-6 MAT , isogen zu rsp5-2, cdc48-6 Hoppe, 2000

rsp5 MAT , isogen zu WT, rsp5::HIS3 Hoppe et al., 2000

PAP13myc MAT , isogen zu WT, PAP1::3myc::KanMX diese Arbeit

PAP13myc ufd1-2 MAT , isogen zu WT, ufd1-2, PAP1::3myc::KanMX diese Arbeit

PAP13myc npl4-1 MAT , isogen zu WT, npl4-1, PAP1::3myc::KanMX diese Arbeit

PAP13myc cdc48-6 MAT , isogen zu WT, cdc48-6, PAP1::3myc::KanMX diese Arbeit

cdc48 VSVCDC48 MAT , isogen zu WT, cdc48::HIS,

YEplac181::VSVCDC48

Hoppe, 2000

UFD2 UBOX3myc MAT , isogen zu WT, ufd2 UBOX::3myc::KanMX diese Arbeit

ufd2 UBOX ufd1-2 MAT , isogen zu WT, ufd1-2,

ufd2 UBOX::3myc::KanMX

diese Arbeit

ufd2 ufd1-2 MAT , isogen zu WT, ufd1-2, ufd2::LEU Hoppe, 2000

ufd2 UBOX cdc48-6 MAT , isogen zu WT, cdc48-6, diese Arbeit
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ufd2 UBOX::3myc::KanMX

ufd2 cdc48-6 MAT , isogen zu WT, cdc48-6, ufd2::LEU Hoppe, 2000

UFD23myc MAT , isogen zu WT, UFD2::3myc::KanMX diese Arbeit

UFD23myc ufd1-2 MAT , isogen zu WT, ufd1-2, UFD2::3myc::KanMX diese Arbeit

UFD23myc npl4-1 MAT , isogen zu WT, npl4-1, UFD2::3myc::KanMX diese Arbeit

UFD2 UBOX/HA MAT , isogen zu WT, ufd2DUBOX::3HA::KanMX diese Arbeit

UFD13myc ufd2 MAT , isogen zu WT, ufd2::LEU,

UFD1::3myc::KanMX

diese Arbeit

UFD13myc ufd2

rpn10

MAT , isogen zu WT, ufd2::LEU, rpn10::HIS,

UFD1::3myc::KanMX

diese Arbeit

UFD23myc cdc48-6 MAT , isogen zu WT, cdc48-6, UFD2::3myc::KanMX diese Arbeit

UFD23myc ufd1-2

cdc48-6

MAT , isogen zu WT, ufd1-2, cdc48-6,

UFD2::3myc::KanMX

diese Arbeit

UFD23myc shp1 MAT , isogen zu WT, shp1::HIS3,

UFD2::3myc::KanMX

diese Arbeit

UFD2ProtA MAT , isogen zu WT, UFD2::ProtA::KanMX diese Arbeit

UFD2ProtA ufd1-2 MAT , isogen zu WT, ufd1-2, UFD2::ProtA::KanMX diese Arbeit

RPN103myc MAT , isogen zu WT, RPN10::3myc::KanMX diese Arbeit

RPN103myc ufd1-2 MAT , isogen zu WT, ufd1-2, RPN10::3myc::KanMX diese Arbeit

ufd2 rpn10 MAT , isogen zu WT, ufd2::LEU, rpn10::HIS Koegl et al., 1999

rsp5-1 MAT , isogen zu WT, rsp5-1 Matuschewski, 1998

rsp5-1 ufd2 UBOX MAT , isogen zu WT, rsp5-1,

ufd2 UBOX::3myc::KanMX

diese Arbeit

cim3-1 MAT , isogen zu CMY763 von Carl Mann Hoppe, 2000

ufd2 UBOX rpn10 MAT , isogen zu WT, rpn10::HIS3,

ufd2 UBOX::3myc::KanMX

diese Arbeit

ufd3 ufd1-2 MAT , isogen zu WT, ufd1-2, ufd3::HIS3 Schlenker, 1998

ufd3 cdc48-6 MAT , isogen zu WT, cdc48-6, ufd3::HIS3 Schlenker, 1998

UFD33myc MAT , isogen zu WT, UFD3::3myc::KanMX diese Arbeit

UFD33myc ufd1-2 MAT , isogen zu WT, ufd1-2, UFD3::3myc::KanMX Diese Arbeit

UFD33myc ufd2 MAT , isogen zu WT, ufd2::LEU,

UFD3::3myc::KanMX

diese Arbeit

ufd2 ufd3 MAT , isogen zu WT, ufd2::LEU, ufd3::HIS Schlenker, 1998

1.7 Saccharomyces cerevisiae Shuttle-Vektoren
Die verwendeten offenen Leseraster wurden, wenn nicht anders angegeben, in folgende Vektoren

kloniert: pGAD-C1, pGBD-C1 (James et al., 1996), YEplac181, YEplac195, YIplac204, YIplac211,

YCplac33 (Gietz und Sugino, 1988), pGEX-4T1, pQE30 (Qiagen).

1.8 Saccharomyces cerevisiae-Genbanken
Der Zwei-Hybrid Screen zum Finden der SPT23-Interaktoren wurde mit einer Genbank, die der in

James et al., 1996 veröffentlichten entsprach, durchgeführt.

1.9 Saccharomyces cerevisiae-Medien
Soweit nicht anders angegeben, wurden Flüssigkulturen bei Raumtemperatur bei 120 rpm geschüttelt.

Agarplatten wurden ebenso bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung der Zelldichte erfolgte bei
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einer Wellenlänge von 600 nm (Eppendorf Messmaschine). Eine OD600 von 1 entspricht etwa 3x107

Zellen/ml.

YPD/YPGal-Medium 1% Bacto Yeast Extract (Difco)

2% Bacto Peptone (Difco)

2% Glukose (YPD) oder 2% Galaktose (YPGal)

SC-Medium 3.5% Bacto Yeast Nitrogen Base without amino acids

20 g Zucker (Glukose, Galaktose oder Raffinose)

2 g Aminosäure-Mix ohne Selektionsaminosäuren

pro 1 l Wasser

Sporulationsmedium 1 % Kaliumacetat in H2O sowie 25 % der jeweiligen

Standardkonzentration an auxotrophen Aminosäuren

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

2. Methoden mit Escherichia coli

2.1 Isolierung von Plasmid-DNA
2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA durch Anionenaustauscherchromatographie

DNA ist ein negativ geladenes Molekül, welches sich durch Anionenaustauscherchromatographie

reinigen läßt. Dies erfolgte je nach Maßstab mit dem QiaGen MiniPrep Kit oder QiaGen MidiPrep Kit

nach Angaben des Herstellers. Im Regelfall wurden 2 ml einer dichten Übernachtkultur eingesetzt.

2.1.2 Vereinfachte Isolierung der Plasmid-DNA durch Hitzelyse

Die Analyse einer großen Menge unterschiedlicher Plasmide im Zuge des Zwei-Hybrid-Screens

erforderte eine schnelle und kostengünstige Methode der Plasmidisolierung. 1.5 ml einer

Übernachtkultur wurden abzentrifugiert und in 50 µl Lysepuffer (10 mM Tris/HCl, pH8.0, 1 mM EDTA,

15 % Saccharose, 2 mg/ml Lysozym, 0.2 mg/ml RNaseA, 0.1 mg/ml BSA) resuspendiert. Die

Suspension wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, anschließend 1 min bei 100°C gekocht und

sofort danach im Eisbad gekühlt. Der Überstand einer 20-minütigen Zentrifugation bei 14 000 rpm,

4°C, konnte für Restriktionsanalysen verwendet werden.

2.1.3 Reinigung von Plasmid-DNA durch Phenol-Extraktion und Ethanol-Fällung

Die das Plasmid enthaltende Lösung wurde mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform/

Isopropanol (25:24:1; v/v) versetzt und eine Minute auf dem Vortex-Schüttler gemischt. Die Emulsion

wurde in der Tischzentrifuge bei 14.000 rpm, 1 min, r/t, zentrifugiert. Die obere, wäßrige Phase wurde

abgenommen und mit dem dreifachen Volumen eiskaltem 95 %igen Ethanol versetzt. Die DNA wurde

für 30 min bei –80 °C gefällt und anschließend bei 14.000 rpm, 4°C, für 15 min zentrifugiert. Das Pellet

wurd vorsichtig mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in dem gewünschten Volumen

ddH2O resuspendiert.

2.2 Übertragung von Plasmid-DNA
2.2.1 Herstellung CaCl2-kompetenter E.coli-Bakterien

Die Transformation gereinigter Plasmid-DNA in den Expressionsstamm E. coli BL21 (DE3) pRIL sowie

in den Bakterienstamm TG1 erfolgte in CaCl2-kompetente Zellen mittels Hitzeschock (Cohen et al.,

1972). 400 ml LB-Medium wurden mit 4 ml einer Übernachtkultur versetzt und bei 37°C geschüttelt.
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Bei einer OD600 von 0.4 wurden die Zellen in gekühlte Zentrifugationsbecher überführt und 60 Minuten

auf Eis gekühlt. Die Zellen wurden bei 3000 rpm, 4°C, für 10 min abzentrifugiert. Das Bakterienpellet

wurde in 80 ml eiskalter CaCl2-Lösung (60 mM CaCl2, 15% Glycerin, 10 mM PIPES, pH 7.0)

resuspendiert und 60 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert  in 10 ml CaCl2-Lösung

resuspendiert und erneut 60 min auf Eis inkubiert. Am Ende wurde die Bakterien in 2 ml CaCl 2-Lösung

resuspendiert  nach kurzer Inkubation auf Eis aliquotiert und bei –80°C gelagert.

2.2.2 DNA-Übertragung in CaCl2-kompetente E. coli-Zellen

Plasmide wurden in CaCl2-kompetente Bakterienzellen mittels Hitzeschock übertragen. Dazu wurden

50 µl Bakteriensuspension und 1 µl Plasmid-DNA zusammengegeben und 30 min auf Eis inkubiert.

Nach einem Hitzepuls von 60-90 sec bei 42 °C wurde 700 µl LB-Medium zugegeben. Die

Bakteriensuspension wurde 120 min bei 37°C geschüttelt, kurz abzentrifugiert und nach

Resuspension in 300 µl LB-Medium auf entsprechende Selektionsplatten ausplattiert.

2.2.3 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

Plasmid-DNA wurde in der Regel nach Transformation in elektrokompetente E. coli XL1-Blue-Zellen

gereinigt. Zur Herstellung der elektrokompetenten Zellen wurden 500 ml LB-Medium mit 3 ml einer

Übernachtkultur versetzt und bis zu einer OD600 von 0.6 bei 37°C geschüttelt. Die Bakterien wurden

nach 60 minütiger Inkubation auf Eis bei 5000 rpm, 4°C für 10 min abzentrifugiert und in 500 ml

eiskaltem Wasser resuspendiert. Nach erneuter Inkubation auf Eis für 60 min wurde die Bakterien

abzentrifugiert und in 250 ml eiskaltem 10% Glycerin aufgenommen. Die Bakterien wurden erneut auf

Eis inkubiert, zentrifugiert und in 1.5 ml 10% Glycerin resuspendiert. Nach Aliquotieren wurden die

kompetenten Zellen bei –80°C gelagert.

2.2.4 DNA-Übertragung durch Elektroporation

Die Plasmid-DNA wurde, wenn nötig nach Mikrodialyse gegen ddH2O auf Millipore-Filtern, zu 50 µl

kompetenten Bakterien gegeben und in eine eisgekühlte Elektroporationsküvette mit 1 mm Spaltbreite

transferiert. Die Elektroporation erfolgte durch einen Puls von 1.8 kV/ 25 µF/ 200 Ω im Biorad Gene

Pulser II. Die Dauer des Pulses betrug in der Regel 4-5 msec. Die Zellen wurden anschließend mit

700 µl LB-Medium versetzt, 120 min bei 37°C geschüttelt und zuletzt auf entsprechenden

Selektionsplatten ausplatiert.

3. Methoden mit Saccharomyces cerevisiae

3.1 Transformation von Hefezellen
3.1.1 Transformation von Hefezellen nach der Lithiumacetatmethode

1 ml einer Übernachtkultur im Selektionsmedium wurde zu 20 ml frischen Mediums gegeben und 4 hrs

bei Raumtemperatur inkubiert. Pro Transformation wurden 2 ml Aliquots dieser Kultur verwendet und

bei 3000 rpm, 23 °C, für 3 min abzentrifugiert. Das Hefepellet wurde in 1 ml TE/LiOAc-Lösung (10 mM

Tris/HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA, 100 mM Lithiumacetat) aufgenommen und erneut zentrifugiert. Zum

Pellet wurden 5 µl einzelstängige DNA (denatuierte Lachsspermien-DNA), 1-5 µl der zu

transformierenden DNA und 300 µl TE/PEG (10 mM Tris/HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA, 100 mM

Lithiumacetat, 40 % PEG3350) gegeben. Die Suspension wurde 30 min auf dem Drehrad bei Raum-

temperatur inkubiert. Nach einem Hitzepuls (42°C, 15 min) wurde die Suspension bei 3500 rpm, 3

min, 23 °C, zentrifugiert, in ddH2O resuspendiert und auf entsprechenden Selektionsplatten ausplat-
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tiert. Bei Kanamycin-Resistenz wurden die Hefezellen in 3 ml YPD-Medium resuspendiert, über Nacht

bei Raumtemperatur geschüttelt und nach Zentrifugation auf YPD-G418-Platten ausplattiert.

3.1.2 Herstellung kompetenter Hefezellen

Eine Übernachtkultur im entsprechenden Selektionsmedium wurde im Verhältnis 1:20 verdünnt und

bei Raumtemperatur bis zu einer OD600 von 0.7 geschüttelt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (3000

rpm, 23 °C, 5 min) und im 0.5-fachen Volumen an sterilem Wasser resuspendiert. Nach erneuter

Zentrifugation wurde das Hefepellet im 0.1-fachen Volumen SORB (10 mM Tris/HCl, pH 8.0, 1 mM

EDTA, 100 mM Lithiumacetat, 1 M Sorbitol) aufgenommen. Nach Zentrifugation wurde das

überstehende SORB komplett abgenommen. Die Zellen wurden in 360 µl SORB bei 50 ml

ursprünglichen Kulturvolumens resuspendiert. Nach Zugabe von 40 µl denaturierter Einzelstrang-DNA

wurde die Suspension á 50 µl aliquotiert und bei –80°C gelagert.

3.1.3 Transformation kompetenter Hefezellen

Für eine Transformation mit gereinigter Plasmid-DNA wurden 10 µl, für die Transformation mit PCR-

Produkt 50 µl kompetenter Hefezellen eingesetzt. Die DNA wurde zu den Zellen gegeben und mit dem

6-fachen Volumen TE/PEG versetzt (s. 1.3.1.1). Die Zellen wurden 30 min am Drehrad bei

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde 1/9-Volumen an DMSO zugegeben. Nach einem

Hitzepuls (15 min, 42°C) wurden die Hefen zentrifugiert, in ddH2O resuspendiert und auf

entsprechende Selektionsplatten ausplattiert. Bei Verwendung des Kanamycin-Markers wurde wie in

1.3.1.1 beschrieben vorgegangen.

3.1.4 Integrative Transformation über homologe Rekombination

Integrative Plasmide (YIp) enthalten nur einen Selektionsmarker, aber keine autonomen Replikations-

elemente. Sie können nur nach Integration in das Hefegenom über homologe Rekombination stabil

vererbt werden. Das integrative Plasmid wurde zunächst durch eine spezifische Restriktionsendonuk-

lease im Markergen linearisiert und wie bereits beschrieben zur Transformation eingesetzt.

3.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefezellen
Hefezellen wurden in 50 µl Lysepuffer (10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, 1% SDS) resuspendiert. Zu der

Suspension wurden 50 µl Phenol/Cholorphorm/Isoamylalkohol (25/24/1) sowie Glasperlen gegeben.

Die Mischung wurde bei Raumtemperatur etwa 2 min auf dem Vortex-Schüttler geschüttelt und

anschließend in der Tischzentrifuge zentrfigiert (14 000 rpm, 1min, 23°C). Der wäßrige Überstand

wurde abgenommen und auf Millipore-Filterplättchen gegen ddH2O für 15 min dialysiert. 1 µl des

Überstands wurde anschließend zur Transformation elektrokompetenter E. coli XL1Blue-Zellen

eingesetzt.

3.3 Herstellung eines Proteinextraktes
3.3.1 Herstellung eines Proteinextraktes unter nativen Bedingungen

Eine Hefesuspension (maximale OD600 von 2) wurde bei Raumtemperatur abzentrifugiert (3500 rpm, 2

min) und in 200 µl eiskaltem Lysepuffer (50 mM Tris/HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM

PMSF) aufgenommen. Zu der Mischung wurden bis ca 2 mm unter den Meniskus Glasperlen (Glass

beads, acid-washed, R 425-600 µm, Sigma) zugegeben. Dies wurde daraufhin je 30 sec auf dem

Vortex-Schüttler geschüttelt und 30 sec auf Eis abgekühlt. Der Vorgang wurde drei- bis viermal

wiederholt, bevor die Zelldebris durch eine 5-minütige Zentrifugation (770g, 4°C) entfernt wurde. Der

Überstand wurde entweder mit Probenpuffer versetzt oder für weitere Experimente eingesetzt.



Material und Methoden

78

3.3.2 Herstellung eines Proteinextraktes unter denaturierenden Bedingungen

Eine Hefesuspension (maximale OD 600 von 1) wurde bei Raumtemperatur abzentrifugiert (3500 rpm, 2

min) und in 1 ml eiskaltem Wasser resuspendiert. Nach Zugabe von 150 µl NaOH/bMeOH (1.85 M

NaOH, 140 mM β-Mercaptoethanol) wurde die Suspension für 5 min auf Eis inkubiert. Die Proteine

wurden anschließend mit 150 µl 55 %-iger Trichloressigsäure für 10 min auf Eis gefällt und

abzentrifugiert (14 000 rpm, 15 min, 4°C). Das Pellet wurde in 100 µl HU-Puffer (8 M Harnstoff, 5 %

SDS, 100 mM Natriumphosphat, 1 mM EDTA, Bromphenolblau, pH 6.8) resuspendiert, 15 min bei

65°C geschüttelt und in der SDS-Gelelektrophorese analysiert.

3.4 Analyse von Hefemutanten
3.4.1 Kreuzung von Hefestämmen

Zwei Hefestämme unterschiedlichen Paarungstyps (alpha und a) wurden in YPD-Medium bis zum

Erreichen der stationären Phase geschüttelt. Aliquots mit etwa der gleichen Zellmenge wurden

gemischt und 10 µl davon auf eine YPD-Agarplatte getüpfelt. Nach 6 hrs Inkubation konnten

fusionierte Hefezellen aufgrund ihrer typischen Morphologie identifiziert und isoliert werden.

3.4.2 Serielle Verdünnungsreihen

Für die Analyse von Hefemutanten wurden serielle Verdünnungen von Hefekulturen auf Platten des

entsprechenden Selektionsmediums getüpfelt. Übernachtkulturen des Hefestammes im

entsprechenden Wachstumsmedium wurden mit ddH2O auf eine OD600 von 1 verdünnt und sechs

weitere Verdünnungen im Verhältnis 1:10 pipettiert. Je 5 µl jeder Verdünnung wurden nebeneinander

auf Platten getüpfelt und unter den gewünschten Bedingungen inkubiert.

3.4.3 Tetradenanalyse

5 ml einer diploiden Hefekultur der OD600 von 0.7 wurden für 5 min bei 3500 rpm, Raumtemperatur,

abzentrifugiert. Das Hefepellet wurde in 5 ml ddH2O resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die Zellen

wurden in Sporulationsmedium aufgenommen und 24 hrs bei Raumtemperatur geschüttelt. 100 µl

dieser Kultur wurden mit 100 µl Zymolyase-Lösung (Seikaguko, 0.5 mg/ml in SP-Puffer) vorsichtig

gemischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. 20 µl der Zellsuspension wurden strichförmig auf

einer YPD-Platte ausgezogen. Die Trennung der Tetraden und das Isolieren der Sporen erfolgte mit

einem Mikromanipulator (Singer MSM Systems). Zur Germination der Sporen und Wachstum der

Kolonien wurden die Platten mehrere Tage bei Raumtemperatur inkubiert.

3.5 Nachweis von Protein-Protein-Wechselwirkungen mit dem Zwei-Hybrid-

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

Die genetische Information eines der zu untersuchenden Gene wurde im Leseraster hinter die

aktivierende Domäne des GAL4-Transkriptionsfaktors (pGAD-C-Vektor) kloniert (James et al., 1996).

Die Information des anderen Proteins wurde entsprechend hinter die DNA-bindende Domäne des

GAL4-Transkriptionsfaktors kloniert. Der Hefestamm PJ69-4a wurde mit beiden Vektoren sowie mit

den jeweiligen Leervektoren als Kontrolle transformiert. Transformierte Hefezellen wurden auf Sc-Leu-

Trp-Platten bei 30°C angezogen und anschließend auf Sc-Leu-Trp-His-Platten, die mit verschiedenen

Konzentrationen 3-Aminotriazol supplementiert waren, analysiert.
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3.5.2 Suche nach SPT23-Interaktionspartnern im Zwei-Hybrid-Screen

Ein SPT23-Konstrukt, dessen N-terminale aktivierende Domäne sowie dessen C-terminale

Transmembranhelix und ER-lumenale Domäne deletiert waren (SPT23DTADDTM) wurde im Leseraster

hinter die DNA-bindende Domäne des GAL4-Transkriptionsfaktors kloniert. Der Hefestamm PJ69-4a

wurde mit diesem Konstrukt transformiert. Nach Inkubation bei 30°C für 3 d wurde der Hefestamm mit

DNA einer Genbank (James et al., 1996) nach Methode 4.3.1.2 transformiert. Pro Leseraster wurde je

eine Genbank verwendet. Die Transformationseffizienz wurde so gewählt, daß in 20

Transformationsansätzen 2x106 Klone erhalten wurden. Die Selektion erfolgte sequentiell auf Sc-Leu-

Trp-His-, Sc-Leu-Trp-His+20 mM 3-Aminotriazol- und Sc-Leu-Trp-Ade-Platten. Zusätzlich wurden

putative Interaktionen im bGalaktosidase-Test überprüft. Plasmide positiver Kolonien wurden isoliert

und sequenziert.

1.0.0 Analyse einer Interaktion im Galaktosidase-Test

Für die Analyse von zehn kleinen Platten wurden 50 ml 0.5 M Natriumphosphat, pH 7, 1 ml 10 %

SDS, 1 ml 1M KCl und 100 µl 1 M MgCl2 in der angegebenen Reihenfolge langsam

zusammengegeben und auf etwa 40 °C erwärmt. 400 mg Agarose (low-melting point agarose) wurden

mit 30 ml ddH2O gemischt und zum Lösen der Agarose kurz erhitzt. Die beiden Lösungen wurden

zusammengegeben. Nach Zugabe von 200 µl β-Mercaptoethanol und Anpassung des Volumen auf

100 ml mit ddH2O, wurde 40 mg/ml XGal in DMF zugemischt. Die Lösung wurde vorsichtig auf die

Platten aufgetragen, sodaß die Hefekulturen vollständig bedeckt waren. Die Platten wurden

anschließend bei 30 °C inkubiert und alle 2 hrs analysiert.

3.6 Analyse der Proteinwechselwirkung durch Immunpräzipitation
Die Wechselwirkung von Proteinen wurde in vivo meist durch Koimmunpräzpitationen untersucht.

Hefekulturen wurde über Nacht bei Raumtemperatur in selektivem Medium zur frühen stationären

Phase angezogen. Die Hefekulturen wurden in selektivem Medium zu einem Volumen von 100 ml

zehnfach verdünnt und unter den gewünschten Bedingungen inkubiert. Thermosensitive Stämme

wurden zunächst vier Stunden bei Raumtemperatur und anschließend für zwei Stunden bei der

restriktiven Temperatur geschüttelt. Die Hefezellen wurden bei 3500 rpm, 23°C, für 3 min

abzentrifugiert und in 200 µl Lysepuffer A (50 mM Tris/HCl, pH 7.5; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 5 mM

PMSF) oder Lysepuffer B A (50 mM Tris/HCl, pH 7.5; 150 mM NaCl; 2.5 mM MgCl2; 5 mM PMSF)

aufgenommen. Nach Zugabe von Glasperlen wurden die Hefezellen durch starkes Schütteln am

Vortex-Schüttler (4 x 30 sec, dazwischen 30 sec auf Eis) lysiert. Die Zellbruchstücke wurden bei 770

g, 4°C, 5 min abgetrennt. Unter Umständen wurde das Lysat durch einen zusätzlichen

Zentrifugationsschritt bei 20.000g, 4°C, 30 min, geklärt. Die Überstände der Reaktionen wurden mit

Lysepuffer auf 800 µl verdünnt und auf 0.05-0.1 % Tween 20 gebracht. Bei Immunfällungen von

Membranproteinen wurde das Pellet der letzten Zentrifugation für 90 min in Solubilisierungspuffer

(Lysepuffer A + 0.4 % N-Dodecylmaltosid) auf Eis inkubiert und dann mit Puffer auf 800 µl verdünnt.

Es wurden 2 µg Antikörper zugegeben und die Lösung für 60-120 min auf dem Drehrad bei 4 °C

inkubiert. Anschließend wurden die Antikörper/Antigen-Komplexe durch Zugabe von Protein G-

Agarose gefällt. Die Reaktionen wurden gewaschen, in HU-Puffer denaturiert und in

Gelelektrophorese und Immunoblot analysiert.
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3.7 Analyse der Proteinlokalisation
3.7.1 Indirekte Dekonvulotionsimmunfluoreszenz

Die Hefezellen wurden in steril filtriertem, nicht autoklaviertem Selektionsmedium bis zu einer OD600

von 1 inkubiert. Zur Fixierung der Proteine wurden 1/9 vol Kaliumphosphatlösung, pH 6.5, und 1/9 vol

37 % Formaldehyd (Sigma) zugegeben und 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden

vorsichtig mit SP-Puffer (0.1 M Kaliumphosphat, pH 6.5, 1.2 M Sorbitol) gewaschen (3 x bei 2000 rpm,

4°C, 5 min) und in 900 µl SPβ-Puffer (10 ml SP-Puffer mit 14 µl β-Mercaptoethanol) resuspendiert.

Nach Zugabe von 100 µl Zymolyase 100T (2.5 mg/ml in SPb) wurde die Suspension für 30 min bei 30

°C inkubiert. Die Zellen wurden erneut dreimal mit SP-Puffer gewaschen und anschließend in 100 µl

PBSB-Puffer (PBS + 1 mg/ml BSA) aufgenommen. Die Zellsuspension wurde auf Polylysin-

beschichtete Objektträger gegeben und mit primärem, monoklonalem Antikörper der geeigneten

Verdünnung über Nacht in einer feuchten Kammer bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden auf dem

Objektträger vorsichtig gewaschen (5 x mit PBS-Puffer) und anschließend mit Farbstoff-markiertem

sekundären Antikörper (1:250 in PBS-Puffer) für 2 hrs im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach Waschen mit PBST (PBS-Puffer mit 1 % Triton X-100) und PBSB-Puffer (6x) wurde 5 µl DAPI

(2.5 µg/ml DAPI in 50 % Glycerin) zugegeben. Die Proben wurden mit Nagellack versiegelt und im

Dekonvulotionsmikroskop analysiert.

3.1.2 Analyse der Membranassoziation eines Proteins

Eine Hefekultur wurde im selektiven Medium bei der gewünschten Temperatur zu einer OD600 von 1

angezogen. Die Hefezellen wurden nach Zentrifugation bei 3000 rpm, 4°C, 5 min in 150 µl Lysepuffer

(50 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM PMSF) aufgenommen und mit Glasperlen lysiert.

Das Lysat wurde bei 770 g, 4°C, 5 min zentrifugiert. Ein Aliquot des Überstandes wurden entnommen,

HU-Puffer versetzt und bei 65°C denaturiert (Totalextrakt). 75 µl des Überstandes wurden bei 20000

g, 4°C, 5 min zentrifugiert. Ein Aliquot des Überstandes (lösliche Fraktion) sowie das Pellet

(Membranfraktion) wurden erneut in HU-Puffer denaturiert. Sollte untersucht werden, ob ein Protein

peripher mit der Membran assoziiert ist, wurde das Pellet in Lysepuffer aufgenommen und in mehrere

Proben aufgeteilt. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Einzelpellets entweder in Lysepuffer, in 1

M Natriumcarbonat, pH 11.3, in Lysepuffer mit steigender Natriumchloridkonzentration, oder in 0.1 %

SDS-Lösung für 30-90 min auf Eis inkubiert. Die Proben wurden durch Zentrifugation in lösliche und

Membran-assoziierte Fraktion aufgetrennt und in HU-Puffer denaturiert. Die denaturierten

Proteinproben wurden anschließend durch denaturierende Gelelektrophorese aufgetrennt und im

Immunoblot untersucht.

3.1.3 Analyse der ER-Lokalisation im Sukrosegradienten#

200 ml Selektionsmedium wurden mit einer Übernachtkultur angeimpft, bei der gewünschten

Temperatur bis zu einer OD600 von 1 inkubiert und durch Zentrifugation bei 3000 rpm, 4°C, 5 min,

geerntet. Das Zellpellet wurde in ddH2O aufgenommen und unter identischen Bedingungen erneut

zentrifugiert. Das Zellpellet wurde gewogen und in 1 ml/0.15 g Zymolase-Puffer (100 mM Tris/HCl, pH

8, 10 mM DTT) aufgenommen. Die Suspension wurde bei 30 °C vorsichtig für 10 min geschüttelt und

anschließend unter den beschriebenen Bedingungen zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml/0.15 g

SPb-Puffer (vgl. 1.3.6.1) aufgenommen, mit 40 µl einer 10 mg/ml Zymolyase 100T-Lösung versetzt

und 60-90 min bei 30°C unter langsamen Schütteln inkubiert. Die Zellen wurden danach bei 3000 rpm,

4°C, 10 min zentrifugiert, zweimal mit SP/PMSF-Puffer (SP-Puffer, 2 mM PMSF) gewaschen und

schließlich in 1 ml/0.25 g Sphero-Lysepuffer (100 mM Tris/HCl, pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.1 mg/ml BSA,

0.6 M Sorbitol, 2 mM PMSF) resuspendiert. Die Zellen wurden in einem Wheaton Zellhomogenisator

durch 15 Schläge unter Eiskühlung aufgebrochen. Die Zellbruchstücke wurden durch zweimalige
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Zentrifugation bei 2000 rpm, 4°C, 5 min, abgetrennt. 1 ml des Überstandes wurde auf einen

schrittweisen Sukrosegradienten (18-54% Sukrose in 10 mM HEPES, pH 7.5) aufgetragen und 3 hrs

bei 32 000 rpm zentrifugiert. Der Gradient wurde anschließend fraktioniert und die einzelnen

Fraktionen durch Inkubation mit HU-Puffer bei 65 °C denaturiert und im entsprechenden Immunoblot

analysiert.

3.1.4 Analytische Gelfiltration

Um die Inkorporation eines Proteins in größere Komplexe zu untersuchen, wurde Hefezellysat durch

analytische Gelfiltration aufgetrennt. Hefezellen wurden zu einer OD600 von 1 im entsprechenden

Selektionsmdium angezogen und durch kurze Zentrifugation bei 3000 rpm, 4°C, 5 min pelletiert. Die

Hefezellen wurden in Lysepuffer (50 mM Tris/HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 4 mM PMSF)

aufgenommen, mit Glasperlen versetzt und durch starkes Schütteln auf dem Vortex-Schüttler lysiert.

Die Zellbrunchstücke wurden durch Zentrifugation bei 770 g, 4°C, 5 min, entfernt. Das Lysat wurde

anschließend durch Zentrifugation bei 100 000 g, 4°C, 30 min in der Tischultrazentrifuge (Beckmann)

geklärt und auf eine Superose6-Säule aufgetragen. Fraktionen der Gelfiltration wurden gesammelt,

die Proteine durch Zugabe von Trichloressigsäure gefällt und nach Inkubation in HU-Puffer im

entsprechenden Immunoblot analysiert.

3.8 Analyse der Modifikation eines Proteins mit Ubiquitin
Zur Analyse der Ubiquitinierung eines Proteins wurde die in Höge et al., 2002, beschriebene

denaturierende Reinigung verwendet. His-markiertes Ubiquitin wurde unter Kontrolle des CUP1-

Promotors in den gewünschten Hefezellen durch Zugabe von 0.1 mM CuSO4 zum Wachstumsmedium

exprimiert. Hefezellen, die einer OD600 von 40 entsprachen, wurden abzentrifugiert, in 1 ml 1.85 M

NaOH, 150 mM β-Mercaptoethanol resuspendiert und 5 min auf Eis inkubiert. Die Proteine wurden

durch Zugabe von 1 ml 55 % TCA-Lösung und anschließende Zentrifugation bei 14.000 rpm, 4°C, 30

min, gefällt. Die Präzipitate wurden in Puffer A (6 M Guanidiniumhydrochlorid, 0.1 M Natriumphosphat,

0.01 M Tris/HCl, pH 8) aufgenommen und eine Stunde bei Raumtemperatur unter starkem Schütteln

gelöst. Verbliebene Zellbruchstücke wurden durch Zentrifugation bei 14.000 rpm, 4°C, für 30 min

abgetrennt. Der Überstand wurde über Nacht bei Raumtemperatur mit magnetischen NiNTA-Perlen

inkubiert. Die Perlen wurden viermal mit Puffer A und zweimal mit Puffer C (8 M Harnstoff, 0.1 M

Natriumphosphat, 0.01 M Tris/HCl, pH 6.3) gewaschen. Anschließend wurden die an die Perlen

gebundenen Proteine durch Inkubation in HU-Puffer denaturiert und nach Gelelektrophorese im

entsprechenden Immunoblot analysiert.

3.9 Analyse der Proteinstabilität
3.9.1 Analyse der Proteinstablilität im Promoter-Shutoff-Experiment

Die Stabilität eines Proteins in S. cervisiae kann nach reguliertem Abschalten seiner Expression

untersucht werden. Hierfür wurde das entsprechende Gen unter die Kontrolle des

galaktoseinduzierbaren und glukosreprimierbaren GAL1,10-Promotors gebracht. Hefekulturen wurden

in YPGal-Medium bis zu einer OD600 von 1 bei Raumtemperatur angezogen und anschließend für zwei

Stunden auf die gewünschte Temperatur (meist 37°C) gebracht. Die Zellen wurden bei 3500 rpm, 23

°C für 3 min abzentrifugert und schnell in vorgewärmtem YPD-Medium, dem 0.5 mg/ml Cycloheximid

zugesetzt worden waren, resuspendiert. Zu den gewünschten Zeitpunkten wurden 2 ml der

Hefesuspension entnommen und die Proteine durch Zugabe von TCA gefällt. Anschließend wurden

die Proben bei 14.000 rpm, 4°C für 15 min abzentrifugiert, in 50 µl HU-Puffer für 15 min bei 65°C

gelöst und nach denaturierender Gelelektrophorese im entsprechenden Immunoblot analysiert.
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3.9.2 Analyse der Proteinstabilität im Pulse-Chase-Experiment

Die Hefezellen wurden unter den gewünschten Bedinungen inkubiert. Eine Zellmenge, die einer OD600

von 10 entsprach, wurde abzentrifugiert, in 1 ml Sc-Cys-Met-Medium (entweder mit Glukose oder

Galaktose supplementiert) resuspendiert und 30 min bei der entsprechenen Temperatur inkubiert. Zur

radioaktiven Markierung der Proteine (pulse) wurden 10 µl 35S-Methionin (10 µCi/µl; Amersham)

zugegeben und die Hefekultur für die zur effektiven Markierung benötige Zeit (zwischen 5 und 30 min)

geschüttelt. Anschließend wurde 2 ml chase-Medium (4.4 ml YPD oder YPGal, 210 µl 20 mg/ml

Methionin, 42 µl 50 mg/ml Cycloheximid) zugegeben. Zu den genwünschten Zeitpunkten wurde 1 ml

der Susupension abgenommen. Die Hefezellen wurden in der Tischzentrifuge bei 14.000 rpm, r/t für 5

sec abzenrtifugiert in 150 µl Lysepuffer (50 mM Tris/HCl, pH 7.5; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 5 mM

PMSF; 0.2 M NEM) resuspendiert, mit Glasperlen vermischt und auf dem Vortex-Schüttler lysiert. Es

wurde 1 ml des Lysepuffers zugegeben und die Proteine über Nacht bei 4°C mit den entsprechenden

Antikörpern und Protein G-Agarose gefällt. Die Immunpräzipitationen wurden gewaschen und durch

Inkubation in HU-Puffer bei 65°C für 15 min denaturiert Die Proben wurden durch Gelelektrophorese

aufgetrennt und in der Autoradiographie analysiert.

4. Molekularbiologische Methoden

4.1 Gelelektrophoretische Methoden
4.1.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die horizontale Elektrophorese in Agarose-Gelen wurde zur präparativen Reinigung sowie zur

analytischen Trennung von DNA-Fragmenten eingesetzt. Zur Analyse von Fragmenten von bis zu 500

bp Länge wurde eine Agarosekonzentration von 1.6 % (w/v) in 0.5 x TAE-Puffer (50 x TAE: 242 g Tris,

57.1 ml Eisessig, 100 ml 0.5 M EDTA auf 1 l ddH 2O aufgefüllt) verwendet. Längere Fragmente wurden

mit Agarosekonzentrationen von 0.8 % (w/v) in 1 x TBE-Puffer (5 x TBE: 54 g Tris, 27.5 g Borsäure,

20 ml 10 mM EDTA, pH 8.35) untersucht. Zu 100 ml der geschmolzenen Agaroselösung wurden vor

Gießen des Gels 5 µl 10 mg/ml Ethidiumbromid gegeben. Vor dem Auftragen wurden die DNA-Proben

mit 20 % (v/v) Probenpuffer (6 ml ddH2O, 250 µl 10 % SDS, 2.5 ml Glycerin, 500 µl 0.5 M EDTA,

Orange G) versetzt. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 8 V/cm

Elektrodenabstand durchgeführt. Die Analyse der Gele erfolgte durch Bestrahlung mit UV-Licht bei

einer Anregungswellenlänge von 366 nm. Als Größenstandard wurden BstEII fragmentierte Lambda-

DNA (New England Biolabs), HaeIII fragmentierte PX174-DNA (New England Biolabs) oder die „1kb-

Leiter“ (Gibco-BRL) verwendet.

4.1.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch diskontinuierliche SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese in vertikalen Kammern. In einer Gelgießkammer wurden jeweils fünf

Gele gegossen, die je nach Auflösungsanforderung zwischen 6 und 10 % Polyacrylamid enthielten.

Zunächst wurden die Trenngele (5 10%ige Gele: 9.1 ml Protogel, 13.8 ml 1.5 M Tris/HCl, pH 8.8, 275

µl 10 % SDS, 4.1 ml ddH2O, 275 µl 10 % Ammoniumpersulfatlösung, 5.5 µl N,N,N‘,N‘-

Tetramethylethylendiamin) gegossen und vorsichtig mit Isopropanol überschichtet. Nach gründlichem

Spülen wurden die Sammelgele (5 Gele: 1.5 ml Protogel, 1.5 ml 1 M Tris/HCl, pH 6.8, 120 µl 10 %

SDS, 8.7 ml ddH2O, 120 µl 10 % Ammoniumpersulfatlösung, 12 µl N,N,N‘,N‘-

Tetramethylethylendiamin) gegossen und die Kämme eingesetzt.



Material und Methoden

83

Die Elektrophorese wurde in einer Hoefer-Vertikalelektrophoresekammer durchgeführt. Anodenpuffer

(0.2 M Tris/HCl, pH 8.9) und Kathodenpuffer (0.1 M Tris/HCl, 0.1 M Tricin, 0.1 % (w/v) SDS, pH 8.25)

waren unterschiedlich.

4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
4.2.1 PCR zur Amplfikation von Gensequenzen

Standard-PCR-Reaktion wurden in einem Volumen von 50 µl mit etwa 100 ng Plasmid-DNA bzw. 0.5

µg genomischer DNA in ThermoPol-Puffer (NEB) durchgeführt. Es wurden je 0.5 mM deoxy-

Nukleotide, 0.5 µM der entsprechenden Oligonukleotide (primer) und 1-5 U Vent-Polymerase

eingesetzt. Die PCR-Reaktion fand in einem „Mastercycler“-Gerät (Eppendorf) statt. Standard-PCR-

Reaktionen wurden 2 min bei 94 °C denaturiert, anschließend wurden 25-30 Zyklen (94°C, 30sec; 45-

55°C, 30sec; 72°C, 1-5min) durchlaufen. Die Reaktionen wurden durch Agarose-Gelelektrophorese

analysiert.

4.2.2 Diskontinuierliche PCR-Reaktion (long range)

Zur Amplifikation schwieriger DNA-Sequenzen und zur Amplifikation der Epitop-Kassetten der

chromosomalen Epitop-Markierung wurde ein diskontinuierliches PCR-Protokoll verwendet.

Nukleotide, Plasmid-DNA und Oligonukleotide wurden wie unter 1.4.2.1 beschrieben

zusammengegeben und mit einfach-konzentriertem Puffer P1 (50 mM Tris/HCl, pH 9.2; 16 mM

(NH4)2SO4, 17.5 mM MgCl2) versetzt. Die Endkonzentration von MgCl2 wurde bis 4 mM durch Zugabe

von 50 mM MgCl2 variiert. Die Reaktion wurde durch 0.8 µl Polymerase-Mix (2 µl Taq-Polymerase, 5

U/µl; 1 µl Vent-Polymerase, 2 U/µl) während einer zweiminütigen Denaturierungsphase (94°C)

gestartet. Zunächst wurden 9 Zyklen bei niedrigerer Schmelztemperatur (94°C, 20sec; 45-50°C,

30sec; 68°C, 2-5min), anschließend 20 Zyklen unter stringenteren Bedingungen (94°C, 30sec; 50-

60°C, 30sec; 3min, 68°C) durchlaufen. Die Verlängerungszeit nahm in den letzten 20 Zyklen pro

Zyklus um 20 sec zu. Die Produkte wurden erneut in Agarosegelelektophorese analysiert.

4.2.3 Mutagenese-PCR zur Einführung von Punktmutationen und Deletionen

Mutationen und Deletionen wurden durch Einzelstrang-PCR eingeführt und die zwei Produkte zu

einem komplemebtären, mutanten Plasmid verschmolzen. Es wurden zwei Reaktionen mit je 200 ng

Plasmid-DNA, 1 µM eines Oligonukleotids, 2 mM MgCl2 und 0.2 mM dNTP-Mix in einfach-

konzentriertem Pfu-Puffer (Gibco) auf Eis gemischt und während einer zweiminütigen

Denaturierungsphase (94°C) mit 5 U Pfu-Polymerase pro Reaktion gestartet. Es wurden 20 Zyklen

(94°C, 30sec; 45-55°C, 30sec; 72°C, 4.5min/kb Plasmid) durchlaufen. Die beiden Reaktionenwurden

vereint und 90 min mit 20 U DpnI bei 37°C inkubiert. Die Reaktionen wurden in einer PCR-Maschine

auf 94°C (2sec) aufgeheizt und langsam innerhalb einer Stunde auf Raumtemperatur abgekühlt. Nach

Mikrodialyse gegen dH 20 wurde 2 µl des Ansatzes für eine Transformation elektrokompetenter E. coli

XL-1 Blue-Zellen verwendet.

4.2.4 Sequenzierung von Plasmid-DNA

0.5 µg Plasmid-DNA wurde mit 4 µl DYEnamic ET terminator cycle sequencing premix (Amersham)

und 5 pmol des Oligonukleotids in einem Volumen von 10 µl versetzt. Es wurden 25 Zyklen (95°C,

20sec; 45°C, 15sec; 60°C, 1min) durchlaufen. Die Proben wurden durch Ethanol gefällt, in einem

Gelladepuffer aufgenommen und in einem Abi Prism 377 DNA Sequencer (Perkin Elmer) analysiert.
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4.3 Klonierung
4.3.1 Restriktionsverdau

Verdaureaktionen mit Restriktionsendonukleasen wurden unter dem vom Vertreiber empfohlenen

Bedingungen durchgeführt. Für Verdaureaktionen im präparativen Maßstab wurden zwischen 5 und

20 µg DNA eingesetzt. Bei Restriktionsanalysen wurden zwischen 0.2 und 0.6 µg Plasmid-DNA

verdaut. Präparative Verdaureaktionen wurden durch Vermischen mit einem gleichen Volumen

Phenol/Choloform/Isopropanol (25:24:1, v/v) abgestoppt und durch Agarose-Gelelektrophorese

gereinigt. Vektor-DNA wurde, um die Religation zu verhindern, mit 1 U alkalischer Phosphatase (CIP,

NEB) dephosphoryliert.

4.3.2 Ligation

In der Ligation wurde das Insert in zweifachem molaren Überschuß eingesetzt. Ligationsreaktionen

fanden in einfach konzentriertem Ligasepuffer, 0.5 mM ATP, 4 U T4-Ligase statt und wurden bei 16°C

für 2 Stunden inkubiert. Die Produkte wurden gegen ddH20 mikrodialysiert. 2 µl des Ansatzes wurden

zur Transformation elektrokompetenter E. coli XL1 Blue-Zellen verwendet.

5. Proteinbiochemische Methoden

5.1 Nachweis von Proteinen
5.1.1 Nachweis von Proteinen im Immunoblot

Die zu analysierenden Proteinproben wurden durch denaturierende Gelelektrophorese aufgetrennt

und im Tank in einfach konzentriertem Transferpuffer (20 mM Tris, 144 mM Glycin, 0.01 % SDS, 20 %

Methanol) auf Nitrocellulosemembran transferiert. Der Transfer fand bei einer konstanten Spannung

von 70 V bei Raumtemperatur für 60 bis 90 min statt. Die Membran wurde zunächst für 30 min in

TBST + 5% Milch inkubiert. Die Bindung des ersten Antikörpers erfolgte in frischem TBST/Milch über

Nacht bei 4°C. Nach Waschen der Membran in TBST wurde in TBST/Milch mit dem zweiten

Antikörper für 45 min bei Raumtemperatur geschüttelt. Die Membran wurde erneut gewaschen und

nach Inkubation mit ECL-Lösung (Amershan) aufgrund der Chemiluminiszenz auf ECL-Hyperfilm nach

Angaben des Herstellers analysiert.

5.1.2 Nachweis von Proteinen in der Autoradiographie

Entsprechende Gele wurde für 30 min in Fixierlösung (10 % Essigsäure, 25 % Isopropanol) und für 30

min in Szintillationsflüssigkeit (Amplify, Amersham) geschüttelt. Die Gele wurde für 3 Stunden bei 80

°C im Vakuum getrocknet und zum Exponieren eines Röntgenfilms (-80°C, 3-7d; Kodak) verwendet.

Alternativ wurde die getrockneten Gele über Nacht in einem FujiFilm BAS-2500 exponiert.

5.2 Reinigung von Proteinen
5.2.1 Native Reinigung von Fusionsproteinen aus Bakterien

Für die Reinigung von Proteinen aus Bakterien wurde grundsätzlich der Stamm E. coli BL21 (pRIL)

verwendet. Übernacht-Kulturen wurden auf eine OD600 von 0.05 verdünnt. Bei einer OD600 von 0.7

wurde 0.1-1 mM IPTG zugegeben und die Bakteriensuspension weitere drei Stunden bei 37°C

geschüttelt. Alternativ fand die Expression der Bakterien nach IPTG-Zugabe über Nacht bei

Raumtemperatur statt. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation bei 4000 rpm, 4°C, 10 min,

pelletiert. Die Bakterien wurden in eiskaltem PBS-Puffer mit einfach konzentriertem Protease-Inhibitor-

Mix (Roche) und 0.2 mg/ml Lysozym resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurde
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durch Ultraschall im Bandelin Sonoplus HD2200 lysiert. Die Zellbruchstücke wurden durch

Zentrifugation bei 15.000 rpm, 4°C, 15 min, entfernt und der Überstand mit der entsprechenden

Affinitätsmatrix (Glutathion-Sepharose bei GST-Fusionsproteinen, NiNTA-Agarose bei His6-

markierten Proteinen) 2-12 Stunden bei 4 °C inkubiert. Die Lösung wurde in eine 5 ml Säule gegossen

und mit 40 Säulenvolumina PBS + 1 % Triton X-100 gewaschen. Die Proteine wurden anschließend

von der Säule eluiert (10 mM Tris/HCl, 10 mM Glutathion bei GST-Fusionsproteinen, 10 mM Tris/HCl,

200 mM Imidazol bei His6-markierten Proteinen), mit Glycerin versetzt, in flüssigem Stickstoff

schockgefroren und bei –80°C gelagert.

5.2.2 Native Reinigung von Proteinen aus Insektenzellen

Sf9-Zellen (Pharmingen) wurden bei 27°C in Sf-900 II SFM Medium mit 10 % FCS (Sigma) kultiviert.

Adherend wachsende Zellen wurden bei 90 % Konfluenz von der Kulturflasche abgelöst und in

frisches Medium verdünnt. Die Zellen wurden nach Verdünnen mit dem entsprechenden Virus infiziert

(Koegl et al., 1999) und vier Tage bei 27 °C inkubiert. Die Zellen wurden anschließend von der

Kulturflasche gelöst, vorsichtig bei 1000 rpm, 20°C, 5 min, pelletiert und einmal mit sterilem PBS-

Puffer gewaschen. Das Zellpellet wurde in Lysepuffer (10 mM Tris/HCl, pH 7.5; 150 mM NaCl; 10 mM

DTT; 1 mM EDTA; 1 x Complete Protease Inhibitor Mix) resuspendiert und im Wheaton

Gewebedisruptor lysiert. Zellbruchstücke wurde durch Zentrifugation abgetrennt, der Überstand durch

eine weitere Zentrifugation bei 14.000 rpm geklärt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Der

Überstand wurde entweder direkt in Experimenten eingesetzt oder zur Reinigung von Proteinen wie

unter 1.5.2.1 beschrieben eingesetzt.

5.3 In vitro-Experimente
5.3.1 In vitro-Mobilisierung des SPT23 p90-Transkriptionsfaktors

Für die Mobilisierungsstudien wurden Hefezellen, die mycSPT23HA unter Kontrolle des GAL1,10-

Promotors exprimierten, verwendet. 100 ml exponentiell wachsende Hefekultur

(Wachstumstemperatur 30 °C) wurde geerntet. Die Membranen wurden wie unter 4.3.7.2 beschrieben

isoliert und bei 27 °C für 30 min in Reaktionspuffer (50 mM Tris/HCl, pH 8; 150 mM  NaCl, 2.5 mM

MgCl2) inkubiert. Den Reaktionen wurde in steigender Konzentration gereinigtes CDC48 oder Lysat

von CDC48-exprimierenden Insektenzellen zugegeben. Wahlweise wurde die Reaktion durch

Präinkubation des Ansatzes auf Eis mit 0.2 mM NEM oder Apyrase inhibiert. Die Reaktionen wurden

durch Zentrifugation bei 14.000 rpm, 4°C, 30 min, gestoppt. Die durch die Zentrifugation voneinander

getrennten löslichen bzw- Membranfraktionen wurden anschließend im anti-myc-Immunoblot

analysiert.

5.3.2 In vitro-Ubiquitinierung

Als Sustrate der in vitro-Ubiquitinierungsreaktionen wurden UbiGST, GST-UBOX oder Ubi-lacI-ProteinA

eingesetzt. Die Reaktionen wurden daher wahlweise im anti-GST- bzw. im anti-Protein A-Immunoblot

analysiert. Das gereinigte Substrat wurde mit gereinigtem E1 (Affiniti), E2 aus Insektenzellysat, E3 aus

Insektenzellysat und wahlweise E4 (aus Bakterien gereinigtes HISUFD2, bzw. E4 aus Insektenzellysat)

in Gegenwart von 10 mM ATP, 0.2 mg/ml Ubiquitin (Affiniti) und 0.05 % Tween20 in einfach

konzentriertem UBAB-Puffer (25 mM Tris/HCl, pH 7.5; 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2) versetzt und für 30

Minuten bei 30 °C inkubiert. Die Reaktionen wurden durch Kochen in 1x Ladepuffer abgestoppt und

nach Gelelektrophorese im entsprechenden Immunoblot analysiert.
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