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Abstract

Selective ubiquitin (Ub)-mediated proteolysis is the dominating mechanism in the
degradation of cytosolic and nuclear proteins in eukaryotic cells. Substrate proteins are
recognized by enzymes of the Ub-system, and poly-Ub-chains are attached to internal lysine
residues. These poly-Ub-chains mediate interaction with the 26S-proteasome, a ~2MDa
complex that unfolds and degrades the substrate proteins. Expression of proteasome subunit
genes is regulated by an autoregulatory mechanism in dependence of proteasome activity. In
this work it is shown that the transcriptional activator Rpn4 controls basal as well as
activity-dependent expression of proteasome subunit genes and of the polyubiquitin gene.
Deletion of RPN4 resulted in a reduction of proteasome activity by 50% and led to severe
growth defects in combination with mutants interfering with proteasome activity or assembly.
Analysis of Rpn4 stability in different proteasome deficient mutants revealed that Rpn4 itself
is a substrate of the proteasome which directly links Rpn4 abundance to the activity of the
proteasome. This enables the cell to correlate proteasome activity and Rpn4 dependent
de novo synthesis of proteasome complexes. Rpn4 is an unusual substrate of the proteasome
that is degraded by ubiquitin-dependent and -independent mechanisms.

A selection based screen for mutants stabilizing Rpn4 led to the isolation of dor2 and dor3
(degradation of Rpn4). The dor2 mutation seems to affect the FHL1 gene that encodes a
transcription factor involved in ribosomal RNA processing. The identity of the gene affected
by dor3 is currently unknown, but it could be shown that the mutation results in an impaired
ubiquitin-dependent degradation of Rpn4.

In addition to regulating proteasome subunit gene expression, Rpn4 is also part of a
regulatory network controlling cellular responses to a variety of stresses including DNA-
damage. In the present work the effects of two substances that induce such stresses were
analyzed. It could be shown that addition of the DNA-damaging drug
methyl methanesulfonate (MMS) leads to an increase in RPN4 gene expression while addition
of caffeine induces a more rapid turnover of Rpn4 protein. The deletion of Rpn4 resulted in a
strong sensitivity against MMS and caffeine. Overexpression of the YAP1 or SSZ1 gene
suppressed this hypersensitivity. Both genes are known to act in cellular responses to various
stresses. Analysis of the mechanisms underlying the regulation of Rpn4 could reveal
interesting insights into the interplay between the ubiquitin/proteasome-system and cellular
responses to a variety of different stresses.
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Einleitung 1

1  Einleitung

Die selektive Proteolyse ist von essentieller Bedeutung fiir das Leben, das Wachstum und
die Entwicklung von Organismen. Sie beriihrt nahezu alle Bereiche zelluldren Lebens, z.B.
Zellzyklusregulation, Signaltransduktion, Zelldifferenzierung, Proteintransport, DNA-
Reparatur,  Apoptose, Elimination abnormer Proteine,  Qualitdtskontrolle im
endoplasmatischen Retikulum, Antigenprisentation und Reaktion auf Stressbedingungen. Die
Bedeutung der Kontrolle dieser Mechanismen wird deutlich, wenn man sich vor Augen fiihrt,
dass Storungen zu Krankheiten fithren konnen, die bis hin zu neurodegenerativen
Erkrankungen und Krebs reichen (Weissman, 2001).

In eukaryotischen Zellen wird der groBte Teil der Proteine im Zytosol und im Zellkern
durch das Ubiquitin/Proteasom-System abgebaut. Kernstiick dieser Maschinerie ist das
26S-Proteasom, ein multikatalytischer Proteinkomplex mit einem Molekulargewicht von ca.
2,5 MDa, der aus iiber 60 Untereinheiten zusammengesetzt ist. Dieser Komplex erkennt,
entfaltet und lysiert Proteine, die vorher fiir die selektive Proteolyse markiert wurden
(Bochtler et al., 1999; Voges et al., 1999). Die enzymatische Aktivitdt ist im Innern des
zylindrischen 20S-Proteasoms verborgen, das den Kern des groBeren 26S-Proteasoms
darstellt. Diese als Selbstkompartimentierung bezeichnete Organisation des Proteasoms
schiitzt Proteine, die nicht Substrat des Proteasoms sind, vor einer unselektiven Proteolyse
(Baumeister, 1998). Die Ausbildung des 26S-Proteasoms erfolgt durch Anlagerung
regulatorischer Komplexe (die sogenannten 19S-Komplexe), die die Bindung, Entfaltung und
Einfiihrung der Substratproteine in die enzymatisch aktive innere Kammer des
20S-Proteasoms katalysieren (Bochtler et al., 1999; Voges et al., 1999). Nur solche Proteine,
die als Substrat erkannt worden sind, werden von den 19S-Komplexen entfaltet und so dem
Abbau zugefiihrt.

Die hochspezifische Erkennung und Markierung von Substratproteinen des Proteasoms
wird durch das Ubiquitinsystem ermoglicht. Eine Kaskade enzymatischer Reaktionen fiihrt
zur Konjugation des C-terminalen Glycinrestes eines Ubiquitinmolekiils mit der
e-Aminogruppe eines internen Lysinrestes des Substratproteins (Chau et al., 1989) Sommer,
2000). In weiteren Schritten werden dann Ubiquitinmolekiile auf eine e-Aminogruppe eines
bereits an das Substrat konjugierten Ubiquitins iibertragen. Dies flihrt zum Aufbau von mit

dem Substratprotein verkniipften Ubiquitinketten, die zu einer effizienten Erkennung durch
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das Proteasom fiihren (Hochstrasser, 1996; Hershko und Ciechanover, 1998) Sommer, 2000).
Die Konjugation mit Ubiquitin flihrt jedoch nicht immer zur Proteolyse durch das Proteasom,
sondern kann auch andere Funktionen erfiillen. Hierbei werden die Substratproteine meist
nicht mit einer Polyubiquitinkette, sondern mit einzelnen Ubiquitinmolekiilen konjugiert

(Hicke, 2001).

1.1 Das Ubiquitin-System

Der Begriff Ubiquitin-System umfasst die an der Konjugation des Ubiquitins mit anderen
Proteinen beteiligten Enzyme und Mechanismen. Das Ubiquitin ist ein in allen eukaryotischen
Zellen vorkommendes, nur 76 Aminosdurereste umfassendes Polypeptid, das sowohl in seiner
Sequenz als auch in seiner Tertidrstruktur hochkonserviert ist. Das Ubiquitin des Menschen
und das der Hefe Saccharomyces cerevisiae unterscheiden sich z.B. nur in drei
Aminoséureresten (Ozkaynak et al., 1987). Die Ubertragung des Ubiquitins auf das
Substratprotein erfolgt durch die aufeinander folgenden Aktivititen dreier unterschiedlicher
Enzymklassen, die aus historischen Griinden als E1-, E2- und E3-Enzyme bezeichnet werden
(Abb. 1). Die El- oder Ubiquitin-aktivierenden Enzyme aktivieren ein Ubiquitinmolekiil
unter Verbrauch von ATP und {ibertragen es auf ein E2-Enzym. Die E2-Enzyme, auch
Ubiquitin-konjugierende Enzyme genannt, iibertragen dann mit Hilfe der E3-Enzyme, den

Ubiquitin-Protein-Ligasen, das Ubiquitin auf das Substratprotein (Sommer, 2000).

1.1.1 Die Ubiquitylierungsmaschinerie

Ubiquitin wird als Fusionsprotein exprimiert

In der Hefe Saccharomyces cerevisiae wird Ubiquitin von vier verschiedenen Genen
kodiert (Ozkaynak et al., 1987). Die Gene UBI1 - UBI3 kodieren fiir Fusionsproteine mit
ribosomalen Untereinheiten, die noch kotranslational oder kurze Zeit nach Vollendung der
Translation von Ubiquitin-spezifischen-Proteasen (Ubp) prozessiert werden (Finley et al.,
1989). Unter normalen Wachstumsbedingungen stellen sie die Hauptquelle des Ubiquitins
dar. UBI4 kodiert fiir ein Fusionsprotein, in dem flinf Ubiquitinmolekiile linear aneinander
gefiigt sind. Die Expression dieses Gens wird unter Stressbedingungen, z.B. bei hohen

Temperaturen oder nach DNA-Schiiden, induziert (Ozkaynak et al., 1984; Finley et al., 1987).



Einleitung

Proteasom

Ubiquitin-aktivierende Enzyme (E1)

Abb. 1: Das Ubiquitin-System

Durch die aufeinander folgenden Aktivititen
von El-, E2- und E3-Enzymen wird Ubiquitin
(Ub) auf das Substratprotein iibertragen. E1-
(Ubiquitin-aktivierende) Enzyme binden das
Ubiquitin in Form eines Thioesters unter ATP-
Verbrauch (a). In einer Transesterifizierungs-
reaktion wird Ubiquitin auf ein E2-Enzym
iibertragen (b), das anschlieBend mit einem E3-
Enzym interagiert (c). Unter Mitwirkung des
E3-Enzyms (Ubiquitin-Protein-Ligase) wird
das  Ubiquitin auf ein  Substratprotein
iibertragen. Dies kann direkt geschehen (d),
oder durch vorherige Bindung des Ubiquitins
an das E3-Enzym in Form einer
Thioesterverbindung (e). Der Aufbau einer
Polyubiquitinkette am Substratprotein (f) fiihrt
zu dessen FErkennung durch den 19S-
Aktivatorkomplex am Proteasom (g). In einer
ATP-abhédngigen Reaktion wird das Substrat
entfaltet und in das Innere des Proteasoms
transloziert, wo es dann zu Peptiden abgebaut
wird  (h). Die Riickgewinnung von
Ubiquitinmonomeren erfolgt durch
Deubiquitylierende Enzyme, nachdem die
Polyubiquitinkette wéhrend der Entfaltung vom
Substrat abgespalten wurde (i und j).

Der Prozess der Ubiquitylierung beginnt mit der Aktivierung des Ubiquitins durch ein

Enzym aus der Familie der Ubiquitin-aktivierenden Enzyme (Uba - Ubiquitin activating).

Unter Spaltung von ATP wird Ubiquitin zundchst am C-terminalen Glycinrest adenyliert und

anschlieend unter Ausbildung einer energiereichen Thioesterverbindung mit der Seitenkette

des zentralen Cysteins des E1-Enzyms verkniipft. Durch eine Transesterifizierungsreaktion

wird das Ubiquitin dann auf ein Enzym der E2-Klasse iibertragen. In der Hefe Saccharomyces
cerevisiae kodiert das essentielle UBAL1-Gen fiir das E1-Enzym (McGrath et al., 1991). In

Saugerzellen kodiert ebenfalls nur ein Gen fiir das E1-Enzym. Die Entdeckung, dass eine

temperatursensitive Mutation des El-Enzyms in Sdugerzellen zu einem Zellzyklusdefekt

fiihrt, stellte zum ersten Mal die besondere Bedeutung des Ubiquitinsystems fiir die Zelle

heraus (Finley et al., 1984).
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Ubiquitin-konjugierende Enzyme (E2)

Die Ubiquitin-konjugierenden Enzyme (Ubc - Ubiquitin conjugating) binden das
Ubiquitin ebenfalls iiber die Seitenkette eines zentralen Cysteinrestes in Form eines
Thioesters. In der Bidckerhefe konnten 13 fiir E2-dhnliche Proteine kodierende Gene
identifiziert werden (Weissman, 2001) Von diesen 13 Genen kodieren jedoch nur 11
tatsdchlich fiir Ubiquitin-konjugierende Enzyme (UBC1 - UBC8, UBC10, UBC11, UBC13),
wiahrend UBC9 fiir ein SUMO-konjugierendes und UBC12 fiir ein Rubl-konjugierendes
Enzym kodierten. SUMO (small ubiquitin related modifier, in der Hefe durch das Gen SMT3
kodiert) und Rubl sind Vertreter der wachsenden Familie dem Ubiquitin dhnlicher Proteine,
die analog zu diesem kovalent mit anderen Proteinen verkniipft werden (Johnson und Blobel,
1997; Johnson et al., 1997; Liakopoulos et al., 1998); Sommer, 2000).

Allen Ubc-Enzymen gemeinsam ist eine ca. 150 Aminosdurereste umfassende
Ubc-Doméne. Diese enthdlt den aktiven Cysteinrest, an den das Ubiquitinmolekiil gebunden
wird. Aulerhalb dieser Region zeigen die Ubc-Enzyme teilweise starke Sequenzunterschiede.
Diese verschiedenen Extensionen sind wahrscheinlich an der beobachteten hohen Spezifitit
fiir die verschiedenen Proteinsubstrate beteiligt (Sommer, 2000). Einigen Ubc-Enzymen der
Hefe konnten distinkte Funktionen zugewiesen werden. So sind z.B. die Enzyme Ubcl, 6 und
7 an der Erkennung und Ubiquitylierung falsch gefalteter Proteine aus dem
endoplasmatischen Retikulum beteiligt, die durch den ERAD Mechanismus (ER associated
degradation) aus dem Sekretionsweg der Zelle entfernt werden (Biederer et al., 1997). Ubc2
(auch als Rad6 beschrieben) ist sowohl an der DNA-Reparatur als auch an der Erkennung von
Substraten beteiligt, die nach der ,,N-end rule* (siche Kap. 1.1.3) abgebaut werden (Jentsch et
al., 1987; Dohmen et al., 1991b). Das essentielle Ubc3 (Cdc34) ist verantwortlich fiir den
Abbau von Gl-Zyklinen und des CDK-Inhibitors Sicl und kontrolliert somit wichtige
Schritte des Zellzyklus (Blondel und Mann, 1996); Mann und Hilt, 2000). AuBerdem
vermittelt es den Abbau von Gcen4, einem zentralen Regulatorprotein  der
Aminosdurebiosynthese in der Hefe (Kornitzer et al., 1994). Ubc4 und Ubc5 sind am Abbau
abnormer Proteine unter normalen als auch unter Stressbedingungen beteiligt (Seufert und
Jentsch, 1990) und zusammen mit Ubc6 und Ubc7 sind sie verantwortlich fiir die

Ubiquitylierung des Mat-02-Repressors (Chen et al., 1993).
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Ubiquitin-Protein-Ligasen (E3)

Die Ubiquitin-Protein-Ligasen stellen die heterogenste Klasse von Enzymen in der
Ubertragung von Ubiquitin auf Substratproteine dar. IThnen kommt die wichtige Rolle der
spezifischen Erkennung des Substrats und der Ubertragung des Ubiquitins auf das Substrat
zu. Diese Aufgabe erfiillen sie entweder alleine oder in Kombination mit einem zugehorigen
Ubiquitin-konjugierenden Enzym (Weissman, 2001). Generell konnen die E3-Enzyme in drei
verschiedene Subtypen eingeteilt werden: HECT-Proteine, RING-Finger-E3-Enzyme und
U-box-Proteine (Scheftner et al., 1990; Huibregtse et al., 1995; Deshaies, 1999; Hatakeyama
und Nakayama, 2003).

Allen HECT-Proteinen ist eine C-terminal gelegene, ca. 350 Aminosdurereste lange
sogenannte HECT-Domine gemeinsam. Sie enthélt einen aktiven Cysteinrest, der ein
kovalentes Thioester-Intermediat mit dem zu {ibertragenden Ubiquitinmolekiil eingeht
(Huibregtse et al., 1995; Scheffner et al., 1995). Als erstes Mitglied der HECT-Familie wurde
das Protein E6-AP identifiziert, aus dessen Bezeichnung sich auch der Name dieser
Proteinfamilie herleitet (HECT = Homolog zum E6-AP C-Terminus). In Kombination mit
dem viruskodierten E6-Protein des Humanen Papillomavirus (HPV) bewirkt es die
Ubiquitylierung und den anschlieenden Abbau des Tumorsuppressorproteins p5S3 (Scheftner
et al., 1990). Ein natiirliches Substrat von E6-AP ohne Mitwirkung von E6 ist das humane
UDP (Ubiquitin-domain protein) HHR23A (Kumar et al., 1999). In der Hefe konnten mehrere
HECT-Proteine identifiziert werden, z.B. Rsp5 (Bregman et al., 1995; Hoppe et al., 2000;
Neumann et al., 2003), Ufd4 (Johnson et al., 1995) und Tom1 (Utsugi et al., 1999; Tabb et
al., 2001).

Die zweite Klasse von E3-Enzymen bilden die sogenannten RING-Finger-Proteine. Die
RING-Finger-Doméne dieser Proteine stellt eine Zink-bindende Strukturdoméne dar, die dem
Zinkfingermotiv DNA-bindender Proteine dhnlich ist. Fiir diese Enzyme konnte keine
kovalente Bindung von Ubiquitin gezeigt werden, so dass man vermutet, dass sie eine
Adapterfunktion erfiillen, und so die direkte Ubertragung von Ubiquitin vom E2-Enzym auf
das Substrat vermitteln (Weissman, 2001). RING-Finger enthaltende E3-Enzyme treten
sowohl als monomere als auch als multimere Proteinkomplexe auf. Tatsdchlich wurde die
Funktion der RING-Domaéne in der Ubiquitylierung erst erkannt, als das Protein Rbx1 (RING
box protein 1, auch als Rocl oder Hrtl bezeichnet) als Komponente des SCF-Komplexes

(siehe unten) identifiziert wurde (Deshaies, 1999; Kamura et al., 1999).
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Vertreter monomerer RING-Finger-E3-Enzyme sind z.B. Mdm2, das fiir die
Ubiquitylierung von p53 verantwortlich ist, sowie Parkin, das mit juvenilem Parkinson in
Verbindung gebracht wird (Imai et al., 2002), und die Inhibitoren der Apoptose (IAP’s)
(Weissman, 2001). In Hefe stellt das Protein Ubrl einen gut untersuchten Vertreter dieser
Klasse dar. Ubrl ist zusammen mit Ubc2 am Abbau von Proteinen mit destabilisierendem N-
Terminus (nach der ,,N-end-rule®) beteiligt (Bartel et al., 1990; Dohmen et al., 1991b).

Die bekanntesten Vertreter multimerer RING-Finger-E3-Enzyme sind der SCF-Komplex
(Skp1/Cullin/F-box-Komplex) und der APC (Anaphase promoting complex). Beide sind
zentrale Regulatoren des Zellzyklus (Mann und Hilt, 2000). Der SCF-Komplex besteht im
Kern aus vier Untereinheiten: Skpl, Cdc53 (einem Cullin), Sgtl und einem F-Box-Protein
(Skowyra et al., 1997); Mann und Hilt, 2000). Skp1, Rbx1 und Sgtl binden an Cdc53/Cullin.
Die F-Box-Proteine binden iiber die F-Box-Doméne an Skpl und vermitteln die
Substratspezifitit, indem sie die Substrate binden und zum SCF-Komplex fiihren. Sie
enthalten hdufig Protein-Protein-Interaktionsdomanen wie z.B. WD40-Wiederholungen oder
leucinreiche Doménen. Zusammen mit Ubc3 (Cdc34) katalysieren sie die Ubiquitylierung von
Sicl, einem Inhibitor der zyklinabhidngigen Kinase Cdc28 (CDK), der G1-Zykline Cln1, Cln2
und CIn3 sowie einer Reihe weiterer Substrate (Mann und Hilt, 2000).

Strukturell dhnlich zum SCF-Komplex ist der von-Hippel-Lindau-
Cul2/Elongin-C/Elongin-B (VHL-CBC)-Komplex. Die Substraterkennung erfolgt hier durch
das VHL-Protein, das {iber eine sogenannte ,,SOCS (suppressor of cytokine signalling)-box*
mit dem Kern des Komplexes interagiert. Es wird vermutet, dass SOCS-box-Proteine, analog
zZu den F-Box-Proteinen in SCF-Komplexen, im ECS-Komplex
(Elongin-C-Cullin-SOCS-Box) austauschbar sind, um die Erkennung verschiedener Substrate
zu ermoglichen (Weissman, 2001; Kile et al., 2002).

Der ,,Anaphase Promoting Complex“ (APC), auch Cyclosom genannt, ist das
komplizierteste der multimeren E3-Enzyme. In Hefe sind mindestens 12 Untereinheiten
bekannt (Zachariae et al., 1996; Zachariae et al., 1998a). Auch hier konnten Cullin-dhnliche
(Apc2) und RING-Finger enthaltende Proteine (Apcll) identifiziert werden. Der APC wird
benoétigt, um in der Mitose verschiedene Substrate zu beseitigen, um so den Fortschritt des
Zellzyklus zu ermdglichen. Zu diesen Substraten gehdren unter anderem die mitotischen
Zykline (Clb 1 -4) und Proteine, die die Chromosomensegregation unterbinden, um eine

vollstindige Replikation zu ermdglichen (Pdsl/Securin, Cut2). Ahnlich zu den
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F-Box-Proteinen im SCF-Komplex benétigt der APC die Interaktion mit anderen Faktoren,
die ihn aktivieren und die Substraterkennung durchfiihren. Diese Funktion wird von den
Proteinen Cdc20 und Hctl erfiillt (Zachariae et al., 1998b; Mann und Hilt, 2000).

Die U-box-Proteine stellen eine weitere Klasse der Ubiquitin-Protein-Ligasen dar. Die bei
diesen Proteinen vorkommende U-box-Domine ist in ihrer dreidimensionalen Struktur der
RING-Doméne &dhnlich, jedoch fehlen ihr deren kennzeichnende, Metall bindende
Aminoséurereste Histidin und Cystein (Hatakeyama und Nakayama, 2003). Der Prototyp des
U-box Proteins ist das Ufd2-Protein der Béackerhefe. Es wurde aufgrund seiner Funktion im
Abbau von Modellsubstraten identifiziert (Johnson et al., 1995). Weitere Untersuchungen
wiesen ithm eine besondere Rolle als Ubiquitinketten-verldngerndes Enzym (E4) zu (Koegl et
al., 1999); siehe wunten). Ufd2 konnte ohne zusitzliches E3-Enzym keine
Ubiquitylierungsreaktion der untersuchten Substrate durchfiihren (Koegl et al., 1999). Fiir
andere Vertreter der U-box-Proteine konnte jedoch eine Funktion als Ubiquitin-Protein-
Ligase gezeigt werden (Hatakeyama et al., 2001). Fiir das Protein Uip5, das neben der U-box
auch eine RING-Domine besitzt, konnte gezeigt werden, dass die Ligaseaktivitét auf der U-
box-Doméine und nicht auf der RING-Domine beruht. Ein weiterer bekannter Vertreter der
Klasse der U-box-E3-Enzyme ist CHIP, ein Protein, das mit molekularen Chaperonen
interagiert und am Abbau falsch gefalteter Proteine beteiligt ist (Connell et al., 2001; Murata
etal., 2001).

Ubiquitinketten-verlangernde Enzyme (E4)

Untersuchungen zur Ubiquitylierung von Modellsubstraten ergaben, dass die sequentielle
Aktivitdt von E1-, E2- und E3-Enzymen fiir die Ausbildung geniigend langer Ketten mitunter
nicht ausreicht. Dies fiihrte zur Entdeckung eines weiteren Enzyms in der
Ubiquitylierungskaskade, das als E4-Enzym bezeichnet wurde (Koegl et al., 1999). In Hefe
wird dieses Protein durch das Gen UFD2 kodiert, das bereits in Verbindung mit dem
ubiquitinabhéngigen Abbau eines Modellsubstrates identifiziert wurde (Johnson et al., 1995).
Es konnte gezeigt werden, dass das Ufd2-Protein in vivo und in vitro benétigt wird, um das
artifizielle Substrat Ub-Pro-B-Gal in ausreichender Weise zu ubiquitylieren. Daher wurde es
auch als Ubiquitinketten-Assemblierungsfaktor bezeichnet (Koegl et al., 1999). Ob diese

Funktion auch fiir andere Substrate benotigt wird, ist gegenwartig unklar.
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1.1.2 Deubiquitylierende Enzyme (DUB)

Die Konjugation von Ubiquitin an Substratproteine ist eine reversible Modifikation. Die
Abspaltung des Ubiquitins vom Substratprotein oder von anderen Ubiquitinmolekiilen wird
von Deubiquitylierenden Enzymen (DUB) katalysiert. DUB kénnen in zwei verschiedene
Gruppen unterteilt werden: Ubiquitin-carboxy-terminale-Hydrolasen (UCH) und Ubiquitin-
spezifische-Proteasen (UBP) (Baker, 2000). Die Enzyme des UCH-Typs setzen Ubiquitin aus
kurzen Amid- und Ester-Verbindungen und aus Verknilipfungen mit Peptid- und kurzen
Proteinkonjugaten frei. In der Bickerhefe kodiert lediglich das YUH1-Gen fiir ein Enzym
dieser Gruppe. Demgegeniiber besteht die Familie der UBPs in Hefe aus 16 Mitgliedern, die
strukturell durch das Vorhandensein der konservierten ,,Cys“- und ,His-Boxen*
gekennzeichnet sind. Diese enthalten einen konservierten Cystein- und zwei konservierte
Histidinreste, die wahrscheinlich das aktive Zentrum des Enzyms bilden (Baker, 2000).
Neben der Freisetzung von Ubiquitin aus den Vorlduferproteinen (siche oben) spalten die
UBPs Ubiquitin auch aus Polyubiquitinketten und von Substratproteinen. Nur filir wenige
UBPs ist eine spezifische Funktion bekannt. Fiir die Enzyme Ubp4/Doa4 und Ubp6 konnte
eine Assoziation mit dem Proteasom gezeigt werden (Papa et al., 1999; Leggett et al., 2002).
Sie katalysieren die Abspaltung von Ubiquitinketten von Substratproteinen am Proteasom und
bewirken so ein ,,Recycling® des Ubiquitins (Papa und Hochstrasser, 1993; Swaminathan et
al., 1999; Leggett et al., 2002; Chernova et al., 2003; Hanna et al., 2003). Das Enzym Ubp14
ist ebenfalls am ,,Recycling® des Ubiquitins beteiligt, indem es einzelne Ubiquitinmolekiile
aus freien Polyubiquitinketten freisetzt (Amerik et al., 1997); Sommer, 2000).

Eine weitere deubiquitylierende Aktivitdt, die mit dem Proteasom assoziiert ist, ist im
Rpnl1-Protein lokalisiert, einer Untereinheit des 19S-Komplexes. Im Gegensatz zu den 16
Ubp-Enzymen befindet sich in seinem aktiven Zentrum ein Zn*"-Ion (Verma et al., 2002; Yao
und Cohen, 2002). Rpnl1 hydrolysiert die Bindung zwischen dem Proteinsubstrat und dem
proximalen Ubiquitinrest und bewirkt so die Freisetzung der Ubiquitinkette. Im Unterschied
zu Ubp4/Doa4, Ubpl4 und Ubp6 ist die Funktion von Rpnll essentiell (Yao und Cohen,
2002).

Eine von der fiir die oben erwidhnten, mit dem Proteasom assoziierten DUB,
beschriebenen Funktion konnte fiir das bisher nur in Sdugern identifizierte Protein Uch37
gezeigt werden. Es katalysiert die Abspaltung von Ubiquitinmolekiilen vom distalen Ende der

Ubiquitinkette der am Proteasom gebundenen Substratproteine. Bei Proteinen, die
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falschlicherweise als Substrat erkannt, aber nur mit kurzen Ubiquitinketten verkniipft wurden,
schwicht diese Verkiirzung der Ubiquitinketten die Bindung an das Proteasom und verhindert

so deren Proteolyse (Lam et al., 1997).

1.1.3 Abbausignale des Ubiquitin-vermittelten Proteinabbaus

Als Abbausignale bezeichnet man die Eigenschaften eines Proteins, die zu dessen
Destabilisierung beitragen. Hierbei bezeichnet man Sequenzmotive oder strukturelle
Eigenschaften, aber auch posttranslationale Modifikationen als primére Abbausignale,
wiéhrend die Polyubiquitinkette ein sekundédres Abbausignal darstellt, das ein Substratprotein
zum Proteasom dirigiert. Trotz der groBen Zahl bekannter Substrate, konnten bisher nur
wenige primdre Abbausignale identifiziert werden. Eine Ursache konnte die grofle Zahl
verschiedener Abbausignale sein, die durch die Vielfalt verschiedener Kombinationen von
E2- und E3-Enzymen erkannt werden kann. Auflerdem koénnen Abbausignale sehr komplex
sein, d.h., dass mehrere unabhingige Dominen eines Proteins oder die Abbausignale nur
unter bestimmten Bedingungen oder in bestimmten Kompartimenten der Zelle erkannt
werden konnen (Dohmen, 2000).

Ein sehr einfaches Abbausignal kann in der N-terminalen Aminosdure eines Proteins
bestechen. Mit Hilfe artifizieller Substratproteine konnte gezeigt werden, dass die
Halbwertszeit eines Proteins direkt von der Art der N-terminalen Aminosdure abhingt
(Bachmair et al., 1986; Bachmair und Varshavsky, 1989). Dieser als ,N-end rule“
bezeichnete Mechanismus ist sowohl in Bakterien (Tobias et al., 1991) als auch in Eukaryoten
von der Hefe bis zum Sauger konserviert (Gonda et al., 1989). Die Substrate der ,,N-end rule*
werden vom E2-Enzym Ubc2 (Rad6 in Hefe) und vom E3-Enzym Ubrl (auch N-Recognin
genannt) erkannt (Bartel et al., 1990; Dohmen et al., 1991b; Madura et al., 1993). Obwohl der
Mechanismus des Proteinabbaus durch den ,,N-end rule“-Weg sehr gut untersucht ist, war die
biologische Funktion lange Zeit unklar, da normalerweise die Entstehung von Proteinen mit
destabilisierendem N-Terminus verhindert wird (Dohmen, 2000). Kiirzlich konnten jedoch
zwel naturliche Substrate identifiziert werden. Das Protein Sccl in S. cerevisiae, eine
Untereinheit des Cohesin-Komplexes, der den Zusammenhalt der Schwesterchromatiden
wihrend der Zellteilung gewihrleistet (Rao et al., 2001), und das Protein DIAP1 aus
Drosophila melanogaster, das an der Kontrolle der Apoptose beteiligt ist (Ditzel et al., 2003).
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In beiden Féllen wird das Substrat zunichst durch die Aktivitét einer Protease (Espl im Falle
von Sccl bzw. Caspase im Falle von DIAP1) gespalten. Diese Spaltung der Polypeptidketten
fiihrt zur Generierung von Proteinfragmenten, die am N-Terminus destabilisierende
Aminoséurereste tragen. Die Entfernung dieser Proteinfragmente durch den ,,N-end rule*-
Weg ist wichtig fiir eine effiziente Trennung der Schwesterchromatiden in S. cerevisiae bzw.
fiir die Auslosung der Apoptose in D. melanogaster.

Kurzlebige Proteine enthalten hiufig Regionen, die eine hohe Zahl von Prolin (P)-,
Glutaminsédure (E)-, Serin (S)- und Threonin (T)-Resten aufweisen. Diese Bereiche werden
daher auch als PEST-Sequenzen bezeichnet (Rechsteiner und Rogers, 1996). Das
Vorhandensein von Bereichen von mehr als 12 Aminosduren Linge, die reich sind an PEST-
Aminoséureresten, konnen einen Einfluss auf die Halbwertszeit ausiiben. Dabei stellen sie
hiufig notwendige, aber nicht hinreichende Signale fiir die Proteolyse dar. In der Néhe
miissen geeignete Lysinreste als Akzeptor fiir die Konjugation mit Ubiquitinketten zur
Verfliigung stehen. PEST-Sequenzen treten auch in Proteinen auf ohne zu deren
Destabilisierung zu fiihren. So kann es auch sein, dass innerhalb der PEST-Sequenz Serin-
oder Threoninreste phosphoryliert werden miissen, um zu einer Erkennung durch die Enzyme
des Ubiquitinsystems zu fithren. So werden z.B. die Zykline CIn2 und CIn3 vom
Zyklin/CDK-Komplex (Cyclin dependent kinase) phosphoryliert und anschlieBend vom SCF-
Komplex ubiquityliert (Tyers et al., 1992; Skowyra et al., 1997).

Im Unterschied zu den G1-Zyklinen besitzen die mitotischen Zykline eine sogenannte
,Destruction-Box“ als Abbausignal (Glotzer et al., 1991). Diese umfasst eine neun
Aminosdurereste lange N-terminale Sequenz, die fiir den Abbau dieser Zykline essentiell ist.
Die Destruction-Box tritt auch in Proteinen auf, die nicht zu den Zyklinen gehoren, z.B. in
Pdsl. Alle diese Proteine werden vom APC-Komplex erkannt und ubiquityliert (Lim et al.,
1998; Hilioti et al., 2001).

Falsch gefaltete Proteine sind ebenfalls Substrate des Ubiquitin-vermittelten
Proteinabbaus. Man geht davon aus, dass hydrophobe Bereiche, die normalerweise im Inneren
des Proteins verborgen sind, erkannt und fiir den proteasomalen Abbau markiert werden
(Goldberg, 2003). Ahnlich zu den falsch gefalteten Proteinen fiihrt die Exposition
hydrophober Aminosdurereste einer amphipathischen Helix des Mata2-Proteins zu einem
Abbau durch das Proteasom (Hochstrasser und Varshavsky, 1990). In diploiden Zellen wird

dieser hydrophobe Bereich durch Bindung an das Matal-Protein maskiert (Johnson et al.,
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1998). Amphipathische Helices konnten auch in einer Untersuchung zu synthetischen
Abbausignalen fiir die Ubiquitin-vermittelte Proteolyse als solche identifiziert werden (Sadis

etal., 1995).

1.1.4 Funktionen des Ubiquitin-Systems

Die Hauptfunktion des Ubiquitinsystems liegt in der Markierung von Proteinen fiir den
Abbau durch das Proteasom, indem Ketten von Ubiquitinmolekiilen mit einem internen
Lysinrest des Substratproteins konjugiert werden. Neben dem Abbau von zytosolischen und
nukledren Proteinen wird auch die Entfernung falsch gefalteter Proteine aus dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER) vom Ubiquitinsystem durchgefiihrt (Hiller et al., 1996;
Biederer et al., 1997; Kostova und Wolf, 2003). Die Konjugation eines Proteins mit
Ubiquitinketten und die anschlieBende Assoziation mit dem Proteasom miissen jedoch nicht
immer zu dessen vollstindigem Abbau fiihren. Fiir bestimmte Proteine konnte gezeigt
werden, dass eine limitierte Proteolyse einen wichtigen Prozessierungsschritt darstellt und in
der Freisetzung einer aktivierten Doméne resultiert. So wird in Sdugerzellen aus dem 105 kDa
(p105) groBen Vorlduferprotein des Transkriptionsfaktors NF-kB1 (Nuclear Factor xB1)
durch limitierte Proteolyse des C-terminus die 50 kDa grof3e reife Form freigesetzt (Lin et al.,
1998). In Hefe konnte ein dhnlicher Mechanismus fiir den Transkriptionsfaktor Spt23 gezeigt
werden (Hoppe et al., 2000; Rape et al., 2001). Interessanterweise besitzt Spt23 Homologien
zu NF-kB1 (p105), was auf mechanistische Gemeinsamkeiten in der Prozessierung dieser
beiden Proteine hindeutet (Hoppe et al., 2000).

Ubiquitinketten, in denen die Ubiquitinmolekiile {iber den Lysinrest 48 aneinander
gebunden sind, dirigieren das Substratprotein effizient zum Proteasom. Kiirzlich konnte
jedoch fiir den Transkriptionsfaktor Met4 gezeigt werden, dass eine Konjugation mit einer
Lysss-verkniipften  Polyubiquitinkette zwar zur Inaktivierung, jedoch nicht zur
Destabilisierung fiihrt (Flick et al., 2004). Die Ursache hierfiir ist noch unklar. Es wird
spekuliert, dass das Substrat trotz der Ubiquitinkette vom Proteasom nicht gebunden werden
kann (Flick et al., 2004; Hochstrasser, 2004).

Neben dem Lysinrest 48 konnen auch iiber die Lysinreste 11, 29 und 63 des Ubiquitins
Ketten aufgebaut werden (Pickart, 2000; Weissman, 2001). Wéhrend Lysyo-verkniipfte Ketten

das Substratprotein ebenfalls zum Proteasom dirigieren (Koegl et al., 1999), erfiillen Lysg3-
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verkniipfte Ketten andere, sehr unterschiedliche Funktionen (Pickart, 2000). So spielt die
Konjugation mit Lyses-verkniipften Polyubiquitinketten z.B. eine Rolle in der Reparatur von
DNA-Schidden (Spence et al., 1995; Ulrich und Jentsch, 2000; Hoege et al., 2002), in der
Funktion der Ribosomen (Spence et al., 2000) und in der Endozytose bestimmter Proteine der
Plasmamembran (Galan und Haguenauer-Tsapis, 1997).

Neben der Konjugation mit Ubiquitinketten konnen Proteine auch mit einzelnen
Ubiquitinmolekiilen verbunden werden (Hicke, 2001). Auch diese Modifikation fiihrt nicht
zum Abbau durch das Proteasom, da nur Ketten mit mindestens vier Ubiquitineinheiten
effizient an das Proteasom binden (Thrower et al., 2000). Vielmehr findet hier eine
Veranderung des Substratproteins statt, was Auswirkungen auf dessen Interaktion mit anderen
zelluldren Komponenten hat. Die Monoubiquitylierung beeinflusst z.B. die Genregulation
durch Modifikation der Histone H2A und H2B (Robzyk et al., 2000), ist beteiligt an der
Endozytose von Membranproteinen und deren Zielsteuerung in die Lysosomen (Hicke und
Riezman, 1996; Katzmann et al., 2001) und spielt eine Rolle bei der Freisetzung von

Viruspartikeln aus infizierten Zellen (Patnaik et al., 2000).

1.2 Das Proteasom

Wie bereits zu Beginn geschildert, ist das Proteasom das Kernstiick des gezielten
Ubiquitin-vermittelten Proteinabbaus. Proteasomen konnen als Partikel mit den
Sedimentationskoeffizienten 20S und 26S isoliert werden. Das kleinere Partikel wird daher
als 20S-Proteasom bezeichnet, das groflere als 26S-Proteasom. Das 20S-Proteasom stellt den
katalytischen Kernkomplex dar. Durch Anlagerung von zwei regulatorischen, wegen ihrer
Grofe auch als 19S-Komplexe oder 19S-Kappen bezeichnete Partikel, wird das
26S-Proteasom gebildet. Die 19S-Komplexe katalysieren die Bindung, Entfaltung und
Einfiihrung der Substratproteine in die enzymatisch aktive innere Kammer des
20S-Proteasoms (Bochtler et al., 1999; Voges et al., 1999). Proteasomen wurden zunéichst in
Eukaryoten entdeckt, spdter konnten sie auch in Archae- und in Eubakterien nachgewiesen
werden. In Eubakterien besitzen jedoch nur Vertreter Gram-positiver Bakterien aus der
Gruppe der Actinomycetales ein 20S-Proteasom. Die einfacheren bakteriellen Proteasomen
stellen evolutionédre Vorldufer der komplexeren eukaryotischen Formen dar. Die Abwesenheit

von Ubiquitin in allen bisher untersuchten Bakterienspezies deutet darauf hin, dass das
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Proteasom entwicklungsgeschichtlich élter ist als das erst in den Eukaryoten auftretende
Ubiquitin-System. In Bakterien ist das Proteasom nicht {iberlebenswichtig, wihrend in
Eukaryoten von einer Ausnahme abgesehen alle Untereinheiten des 20S-Proteasoms essentiell

sind (Knipfer und Shrader, 1997; Voges et al., 1999; Velichutina et al., 2004).

1.2.1 Struktur und Funktion des Proteasoms

Das 20S-Proteasom

Das 20S-Proteasom besitzt eine Masse von ca. 700kDa. Es besteht aus 28 Untereinheiten,
die in 4 libereinander gestapelten Ringen mit jeweils 7 Untereinheiten angeordnet sind (Voges
et al., 1999). So entsteht eine fassdhnliche Struktur von 10nm Durchmesser und 15nm Lénge.
Die Untereinheiten des a-Typs bilden die dufleren a-Ringe, wihrend die Untereinheiten des
B-Typs in den inneren f—Ringen lokalisiert sind. Es ergibt sich somit eine o73737017-Struktur.
Die vier Ringe bilden drei hohlenartige Rdume aus, jeweils einen zwischen a- und B-Ring
und einen zwischen den beiden B-Ringen. Diese 3 Raume sind miteinander und durch
Offnungen an den Enden des Proteasoms mit dem Zyto- oder Nukleoplasma verbunden. Der
innere und zugleich grofte Hohlraum beherbergt die aktiven Zentren des Proteasoms. Dieser
als Selbstkompartimentierung bezeichnete Aufbau ermdglicht eine strikte Kontrolle des
Proteinabbaus. Nur Proteine, die zuvor als Substrat erkannt, entfaltet und in das Proteasom
eingefiihrt wurden, werden zu Peptiden gespalten (Baumeister et al., 1998). Archae- und
Eubakterien besitzen nur eine oder zwei verschiedene Untereinheiten des a- oder B-Typs. Im
Lauf der Evolution entstanden durch Genduplikation und Mutation aus diesen urspriinglichen
o- und PB-Untereinheiten in Eukaryoten 7 verschiedene o- und 7 verschiedene J3-
Untereinheiten (Groll et al., 1997; Voges et al., 1999; Gille et al., 2003). Die a- und B-
Untereinheiten dhneln sich stark in ihrer Tertidrstruktur. Variable Bereiche finden sich vor
allem in N- und C-terminalen Extensionen und in Regionen zwischen konservierten a-Helices
und [-Faltblattstrukturen. Diese Unterschiede zwischen den einzelnen Untereinheiten
bewirken, dass jede Untereinheit ihren spezifischen Platz im 20S-Proteasom einnehmen kann
(Groll et al., 1997). Die N-terminalen Extensionen der a-Untereinheiten besitzen aulerdem
eine wichtige Funktion in der Regulation der Proteasomaktivitit. Im 20S-Proteasom

verschliefen sie die Offnungen an den Enden des Komplexes, wobei hier der N-Terminus der
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o3-Untereinheit eine besonders wichtige Rolle spielt. Durch Bindung des 19S-Komplexes

werden die N-Termini delokalisiert und geben den Weg in das Innere des Proteasoms frei

(Groll et al., 2000).

Abb. 2: Das 20S-Proteasom Die Abbildung links zeigt die Kristallstruktur des 20S-Proteasoms aus
S. cerevisiae als raumfiillendes Modell sowie in einer Darstellung, die nur das Peptidriickgrat der
Untereinheiten wiedergibt. Rechts daneben ist schematisch der Aufbau des 20S-Komplexes aus o- und f-
Ringen dargestellt. Die Abbildung ganz rechts zeigt einen Querschnitt durch den inneren Hohlraum des
Proteasoms. Die Lage der aktiven B-Untereinheiten ist angegeben und man erkennt die Pore zwischen o- und
B-Ring. Die Abbildungen wurden mit Hilfe des Programms RasMol erstellt.

Mutationsanalysen und Rontgenstrukturuntersuchungen zeigten, dass es sich beim
Proteasom um einen neuen Typ von Protease handelt. Das katalytische Zentrum wird aus der
N-terminalen Aminogruppe und den Seitenketten der Aminosédurereste Thrl, Lys33 und
Glul7 (Aspl7 in Eukaryoten) gebildet (die Zahlen beziehen sich auf die Reihenfolge der
Aminoséurereste in den reifen Formen der aktiven Untereinheiten). Die Hydroxylgruppe des
N-terminalen Threoninrestes fiihrt einen nukleophilen Angriff auf das C-Atom einer
Peptidbindung des Substratproteins aus, weshalb das Proteasom den sogenannten
Ntn (N-terminal nucleophile)-Hydrolasen zugeordnet wird (Voges et al., 1999). Das
Proteasom von Thermoplasma acidophilum besitzt 14 aktive B-Untereinheiten, die
Peptidbindungen bevorzugt hinter hydrophoben Aminoséureresten spalten. Diese Aktivitit
wird daher als chymotrypsindhnliche oder chymotryptische Aktivitit bezeichnet. In
eukaryotischen Proteasomen besitzen insgesamt 6 der 14 B-Untereinheiten katalytische
Aktivitdit (je 3 in einem B-Ring). Neben der chymotryptischen Aktivitdt, die in der P5-
Untereinheit lokalisiert ist, finden sich in eukaryotischen Proteasomen auflerdem eine post-
azidische und eine trypsindhnliche (tryptische) Aktivitét. Sie hydrolysieren Peptidbindungen

hinter sauren bzw. basischen Aminosduren und sind in der P1- bzw. B2-Untereinheit
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lokalisiert. Eukaryotische Proteasomen werden daher auch als multikatalytische Proteasen
bezeichnet (Bochtler et al., 1999; Voges et al., 1999).

Eine Besonderheit weisen die Proteasomen der Vertebraten auf. Als Antwort auf das
Zytokin y-Interferon (IFNy) wird die Synthese zusétzlicher, von Genen im MHC II (Major
Histocompatibility Complex class II)-Cluster kodierten, B-Untereinheiten induziert. Der
Austausch der Untereinheiten B1 (Y/3), B2 (Z) und B5 (X/MB1) gegen die induzierten
Untereinheiten f1i/LMP2, $2i/MECLI1 und B51/LMP7 fiihrt so zur Bildung der sogenannten
Immunoproteasomen, die eine verdnderte Spezifitit in der Spaltung der Substratproteine
aufweisen (Frentzel et al., 1993; Groettrup et al, 1996). Die Bildung von
Immunoproteasomen ermdglicht die verstirkte Produktion von Peptiden, die in ihrer Lénge
und in der Art ihrer endstindigen Aminoséurereste fiir den Transport in das ER durch den
Tap-Komplex (Transporter associated with antigen processing) und zur Bindung an MHC I-
Molekiile optimiert sind (Kuckelkorn et al., 1995; Rock und Goldberg, 1999). Zusitzlich zu
den Immuno-Untereinheiten wird durch IFNy auch die Bildung von PA28a und PA28f
stimuliert, die sich im PA28-Komplex oder 11S-Regulator zu einem heterohexameren Ring
zusammenlagern. Ahnlich dem 19S-Komplex lagert sich der 11S-Komplex an die Enden des
Proteasoms an. Er ist allerdings nicht in der Lage, polyubiquitylierte Substratproteine zu
binden oder zu entfalten. Seine Funktion besteht vielmehr darin, das Proteasom fiir Peptide zu

Offnen, die dann prozessiert und so fiir die Antigenprésentation optimiert werden koénnen.

Das 26S-Proteasom

Das 26S-Proteasom entsteht durch Anlagerung von 19S-Komplexen an die Enden des
20S-Proteasoms. Durch Assoziation mit zwei 19S-Komplexen ergibt sich so eine
Gesamtmasse von ca. 2,5MDa. Diese 19S-Regulatorkomplexe, die auch als PA700 bezeichnet
werden, sind in ihrer Struktur und Zusammensetzung in allen Eukaryoten konserviert. Sie
bestehen aus 18-20 Untereinheiten mit Molekulargewichten zwischen 18 und 110kDa. Jeder
19S-Komplex besitzt insgesamt ein Molekulargewicht von ca. 900kDa. Untersuchungen des
19S-Komplexes von S. cerevisiae ergaben, dass er aus zwei funktionellen Subkomplexen
aufgebaut ist, die als ,,Base* und ,,Lid“ (engl. fiir Basis und Deckel) bezeichnet werden. Der
,Base“-Komplex, der einen direkten Kontakt zum a-Ring des 20S-Proteasoms besitzt, enthilt

neun Untereinheiten, wovon sechs ihrer Sequenz nach der Familie der AAA-Proteine
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(ATPases associated with various cellular activities) zugeordnet werden. Diese als Rptl -
Rpt6 (Regulatory particle ATPase) bezeichneten Untereinheiten bilden vermutlich einen
ringformigen Komplex wie er z.B. bei Chaperoninen wie GroEL in E. coli oder dem
eukaryotischen Cct-Chaperonin bekannt ist. Da die Entfaltung der Substratproteine eine ATP-
verbrauchende Reaktion darstellt, wird dies als Hauptfunktion der AAA-Proteine des
,»Base“-Komplexes angesehen. Es konnte gezeigt werden, dass der ,,Base“-Komplex
tatsdchlich Chaperonaktivitat besitzt (Braun et al., 1999). Untersuchungen am homologen
archaebakteriellen PAN-Komplex (Proteasom-aktivierende Nukleotidase) konnten dariiber
hinaus zeigen, dass die Entfaltung von Proteinen an der Oberfliche dieses ATPase-
Komplexes stattfindet (Navon und Goldberg, 2001), und dass neben der Entfaltung auch die
Translokation des Substrats in das 20S-Proteasom unter ATP-Verbrauch stattfindet
(Benaroudj et al., 2003). Zusitzlich zu den Untereinheiten Rptl - Rpt6 enthdlt der
,Base“-Komplex noch die Proteine Rpnl, Rpn2 und Rpn10 (Rpn = Regulatory particle non-
ATPase). Rpn10 wird fiir die Interaktion zwischen ,,Base*- und ,,Lid“-Komplex bendtigt. Das
Fehlen von Rpnl0 fiihrt dazu, dass ,,.Base” und ,,Lid*“ des 19S-Komplexes nur noch sehr
schwach mit einander assoziiert sind (Glickman et al., 1998b). Fiir die Untereinheiten Rpt5
und Rpnl0 konnte gezeigt werden, dass sie flir die Bindung von Ubiquitinketten bendtigt
werden (Deveraux et al., 1994; Lam et al., 2002). Sie sind bisher die einzigen Untereinheiten,
denen eine solche Funktion zugewiesen werden konnte und stellen somit womdoglich die
spezifischen Rezeptoren fiir polyubiquitylierte Substratproteine dar. Die Deletion von RPN10
ist in S. cerevisiae allerdings nicht letal, und der GroBteil kurzlebiger Proteine wird
unverdndert abgebaut (van Nocker et al., 1996; Rubin et al., 1997). Kiirzlich konnte gezeigt
werden, dass die Proteine Rad23 und Dsk2 eine Funktion im Transport polyubiquitylierter
Substratproteine zum Proteasom besitzen konnten (Verma et al., 2004). Beide Proteine
besitzen Ubl-Doménen (Ubiquitin like), die von Rpnl gebunden werden (Elsasser et al.,
2002). Rad23 und Rpnl0 =zeigten teilweise redundante Funktionen im Abbau
polyubiquitylierter Substratproteine, wobei die Funktionsfdhigkeit von Rad23 von der
Anwesenheit der N-terminalen VWA (von Willebrand A)-Doméne des Rpnl0O-Proteins
abhingig war. Es zeigten sich jedoch auch deutliche Unterschiede in der Abhdngigkeit des
Abbaus bestimmter natiirlicher Substrate von diesen beiden Proteinen. Die Autoren vermuten,
dass Proteine wie Rad23 oder Dsk2, die eine Ubl-Doméne tragen, fiir die Rekrutierung von

Substratproteinen verantwortlich sind, wéhrend Rpnl0 - neben der direkten Bindung
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bestimmter Substrate - generell eine vermittelnde Rolle in der Prozessierung der iiber Rad23
und Dsk2 zum Proteasom transportierten Substrate zukommt (Verma et al., 2004). Die
genaue Rolle der Substraterkennung durch Rpt5 ist noch ungeklért, es konnte jedoch sein,
dass Rpt5 Substrate von Rpnl10 oder Rad23 iibernimmt, um deren weiteren Transport in das
Innere des Proteasoms zu vermitteln.

Die molekulare Funktion des ,,Lid“-Subkomplexes des 19S-Regulators ist weniger gut
verstanden als die des ,,Base“-Komplexes. In S. cerevisiae besteht der ,,Lid“-Komplex aus
den Untereinheiten Rpn3, Rpn5 - Rpn9 und Rpnll - Rpnl3. Die Untereinheiten besitzen
starke Homologien zu Untereinheiten des Cop9-Signalosoms, eines Komplexes, der in allen
Eukaryoten vorkommt und essentielle Funktion besitzt (Glickman et al., 1998a). Fiir die
Untereinheit Rpnl1 des 19S-Komplexes konnte eine Funktion als Ubp nachgewiesen werden
(Kap. 1.1.2), wihrend die homologe Untereinheit des Signalosoms, Jabl, eine Funktion in der
Abspaltung des Ubiquitin dhnlichen Proteins Nedd8 von der Cullin-Untereinheit des SCF-
Komplexes besitzt (Verma et al., 2002; Yao und Cohen, 2002). Die molekularen Funktionen

der anderen Untereinheiten sind bisher unklar.

1.2.2 Assemblierung und Reifung des Proteasoms

Die Assemblierung des 20S-Proteasoms

Die Assemblierung und Reifung eukaryotischer Proteasomen ist ein duferst komplexer
Prozess, der aus einer Vielzahl prizise geordneter Einzelschritte besteht. Hierdurch wird
sichergestellt, dass jede der 28 Untereinheiten des 20S-Proteasoms ihren definierten Platz
einnimmt, und dass durch Anlagerung der regulatorischen 19S-Komplexe ein funktionelles
26S-Proteasom gebildet werden kann.

Auf der Grundlage von Untersuchungen zur Assemblierung und Reifung des Proteasoms
aus Archae- und Eubakterien konnten grundsitzlich zwei verschiedene Mechanismen
beschrieben werden. Fiir Proteasomen aus Rhodococcus spec., die zwei verschiedene o- und
zwei verschiedene B-Untereinheiten aufweisen, wurde ein Mechanismus beschrieben, wonach
zunichst eine Dimerisierung zwischen je einer a- und einer B-Untereinheit stattfindet. Dabei
kann jede Kombination der verschiedenen Untereinheiten miteinander auftreten und das
Proteasom daher aus unterschiedlichen Zusammensetzungen der a- und B-Untereinheiten

aufgebaut sein (Tamura et al., 1995; Zuhl et al., 1997). Die Anlagerung von sieben solcher
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Dimere fiihrt zur Bildung von sogenannten Halbproteasomkomplexen, die durch Fusion das
Preholoproteasom ausbilden. In diesem sind die B-Untereinheiten noch unprozessiert. Die
Propeptide der B-Untereinheiten fiillen die innere Kammer des Proteasoms aus. Nach
Abspaltung der Propeptide liegt das funktionelle 20S-Proteasom vor (Tamura et al., 1995;
Zuhl et al., 1997; Mayr et al., 1998). Fir die Assemblierung des Proteasoms aus
Thermoplasma acidophilum konnte gezeigt werden, dass isolierte a-Untercinheiten zur
Bildung heptamerer Ringe in der Lage sind, wéhrend isolierte B-Untereinheiten dies nicht
vermogen (Zwickl et al., 1994). Daraus wurde geschlossen, dass der erste Schritt in der
Assemblierung die Bildung dieser a-Ringe ist, an die sich dann die B-Untereinheiten
anlagern. Die daraus resultierenden Halbproteasomkomplexe fusionieren anschlieend wieder
zu Preholoproteasomen, die durch Reifung der P—Untereinheiten die Bildung aktiver
Proteasomen abschlief3en.

Die Assemblierung eukaryotischer Proteasomen scheint analog zur Assemblierung der
Proteasomen aus Thermoplasma zu verlaufen. Wurde die humane a—Untereinheit C8 (HsC®)
heterolog in E. coli exprimiert, so konnte die Bildung heptamerer Ringe beobachtet werden.
In Anwesenheit benachbarter a-Untereinheiten kam es zur Bildung hetero-oligomerer Ringe
(Gerards et al., 1998). Andere Studien zeigten auBerdem das Auftreten distinkter
Vorlauferkomplexe, die die Hypothese stiitzen, dass die ersten Assemblierungsschritte durch
Bildung von a-Ringen und anschlieBender Anlagerung der B-Untereinheiten vonstatten gehen
(Frentzel et al., 1994; Schmidt und Kloetzel, 1997; Schmidt et al., 1997; Schmidtke et al.,
1997). In Sdugern wurden 13S-Vorlduferkomplexe isoliert, die alle o- und einige
B-Untereinheiten beinhalten (Frentzel et al., 1994; Nandi et al., 1997). Der Einbau weiterer
B—Untereinheiten fiihrt zur Vervollstindigung des p—Rings und somit zur Ausbildung von
15S-16S schweren Halbproteasomkomplexen (Nandi et al., 1997; Schmidtke et al., 1997). In
13S- und 15/16S-Komplexen liegen die P—Untereinheiten weitgehend in der Propeptid-
tragenden Form vor. Erste Prozessierungsschritte finden jedoch bereits im 16S-Komplex statt
(Schmidtke et al., 1997). Andere Proteine, die an der Assemblierung beteiligt, jedoch nicht
Bestandteil des reifen 20S-Proteasoms sind, sind z.B. Chaperone der Hsp70-Klasse
(Schmidtke et al., 1997) oder der Hsp90-Klasse (Imai et al., 2003). Thre genaue Funktion ist

derzeit noch unklar.
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Eine besondere Rolle spielt der fiir das Proteasom spezifische Reifungsfaktor Umpl, der
mit unprozessierten B-Untereinheiten interagiert und Bestandteil der
15S-Halbproteasomenkomplexe ist (Ramos et al., 1998; Burri et al., 2000). Er besitzt eine
wichtige Funktion in der Reifung der PB-Untereinheiten (siche unten) und beeinflusst die

Fusion zweier Halbproteasomen zu Preholoproteasomen.

268

Abb. 3: Modell der Assemblierung des 20S-Proteasoms Neusynthetisierte o.-Untereinheiten lagern sich zu
einem Ring zusammen, der die Basis fiir die Anlagerung der -Untereinheiten darstellt. Die Assoziation aller 7
B-Untereinheiten sowie des Umpl-Proteins mit dem a-Ring fithrt zur Bildung des 15S- oder
Halbproteasomkomplexes. Zwei solcher 15S-Komplexe fusionieren zum 20S-Proteasom, das zusammen mit
zwei regulatorischen 19S-Komplexen das 26S-Proteasom ausbildet.

Wie oben beschrieben, besteht der 19S-Komplex aus zwei Subkomplexen, dem ,,Base*-
und dem ,,Lid“-Komplex (siche Kap. 1.2.1). Der ,,Base“-Komplex beinhaltet die sechs
ATPasen des AAA-Typs und zusitzlich die Untereinheiten Rpnl, Rpn2 und Rpnl0. Der
,.Lid“-Komplex umfasst die Untereinheiten Rpn3, Rpn5 - Rpn9 und Rpn11 - Rpn13. Uber die
Schritte, die zur Assemblierung dieser Komplexe fithren, und dariiber, wie diese reguliert
sind, ist zur Zeit nur sehr wenig bekannt. Fiir die Untereinheit Rpn10 konnte eine Funktion in
der Stabilisierung der Interaktion zwischen ,,Base*- und ,,Lid“-Subkomplex nachgewiesen
werden (Glickman et al., 1998b); siche Kap. 1.2.1). Kiirzlich konnte fiir die Untereinheiten
Rpn5, Rpn6 und Rpn7 gezeigt werden, dass sie fiir die Assemblierung bzw. die Stabilitdt des
,Lid“-Komplexes von Bedeutung sind (Santamaria et al., 2003; Yen et al., 2003; Isono et al.,
2004). In Abwesenheit von Rpn6 haufen sich Komplexe an, die aus dem 20S-Proteasom und
dem ,Base“-Komplex bestehen (Santamaria et al., 2003). Ahnliches wurde fiir die

Untereinheit Rpn7 beobachtet. Hier konnte dariiber hinaus nachgewiesen werden, dass in
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Abwesenheit von Rpn7 ein Komplex aus Rpn5, 6, 8, 9 und 11 auftritt, der nicht mit dem

Proteasom assoziiert ist (Isono et al., 2004).

Die Funktion der Propeptide der B-Untereinheiten

Urspriinglich wurde angenommen, dass die Hauptfunktion der Propeptide der aktiven
Untereinheiten darin besteht, zelluldre Proteine vor der Proteolyse durch vorzeitig aktivierte
Proteasomen zu schiitzen. Obwohl dies moglicherweise eine wichtige Funktion der
Propeptide ist, konnten weitergehende Untersuchungen zeigen, dass sie daneben verschiedene
Aufgaben in der Assemblierung der Proteasomen iibernehmen. So erfiillen die Propeptide im
Proteasom aus Rhodococcus spec. eine wichtige Funktion in der Faltung und Assemblierung
der B-Untereinheiten (Zwickl et al., 1994; Zuhl et al., 1997). Auch fiir eukaryotische
Proteasomen konnte gezeigt werden, dass die Propeptide fiir den Einbau der 3-Untereinheiten
in die Halbproteasomvorlduferkomplexe wichtig sind (Chen und Hochstrasser, 1996; Schmidt
et al., 1999). Dabei konnen sie analog zu den Chaperonen auch getrennt vom reifen Teil der
Untereinheit (in trans) exprimiert werden und erfiillen auch dann ihre Funktion (Chen und
Hochstrasser, 1996). Es bestehen durchaus Unterschiede in der Bedeutung der Propeptide der
verschiedenen B-Untereinheiten. Die Deletion des Pre2(B5)-Propeptids ist normalerweise in
der Hefezelle letal, wihrend die Deletion des Pupl(f2)-Propeptids nur zu verlangsamtem
Wachstum und die Deletion des Pre3(p1)-Propeptids zu keinem detektierbaren Phénotyp fiihrt
(Chen und Hochstrasser, 1996; Arendt und Hochstrasser, 1999).

Eine weitere wichtige Funktion der Propeptide ist es, den aktiven Threoninrest vor einer
Acetylierung durch die Natl-Ard1-N®-Acetyltransferase zu schiitzen, die zum Verlust der
proteolytischen Aktivitét fiihren wiirde (Arendt und Hochstrasser, 1999; Jager et al., 1999).
Die Deletion des NAT1-Gens verhindert diese Acetylierung, bewirkt jedoch trotzdem keine
Suppression der Defekte der Propeptid-Deletion von Pupl und Pre2 (Arendt und

Hochstrasser, 1999). Dies unterstreicht noch einmal deren Rolle als molekulare Chaperone.

Die Reifung der aktiven B-Untereinheiten

Die Fusion zweier Halbproteasomkomplexe zum Preholoproteasom fiihrt zum Einschluss

der Propeptide in der inneren Kammer des Proteasoms. Ein Modell der Proteasomreifung
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postuliert, dass hierdurch eine Konformationsdnderung der Propeptide bewirkt wird, die
letztlich zu deren autokatalytischer Prozessierung fiihrt (Seemuller et al., 1996; Zuhl et al.,
1997; Ramos et al., 1998). In S. cerevisiae konnte gezeigt werden, dass das Ump1-Protein
dabei eine entscheidende Rolle spielt (Ramos et al., 1998). Zusammen mit den Propeptiden
der unprozessierten p-Untereinheiten, mit denen es interagiert, wird es im Innern des
Preholoproteasoms eingeschlossen. Man nimmt an, dass es hierbei zu einer Verdnderung der
Struktur oder der Lage des Umpl-Proteins kommt, was wiederum eine
Konformationsédnderung der Propeptide auslost (Ramos et al., 1998). Fehlt das Ump1-Protein,
so wird nur noch ein geringer Teil der Propeptide prozessiert. Das Ump1-Protein konnte in
humanen und murinen Zellen sowie in verschiedenen anderen Organismen wie z.B. dem
Zebrafisch (Danio rerio), der Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana) und der Fruchtfliege
(Drosophila melanogaster) nachgewiesen werden (Burri et al., 2000; Griffin et al., 2000; Witt
et al., 2000; Kruger et al., 2001).

Untersuchungen an ausgewéhlten Untereinheiten fithrten zu einem Modell, wonach die
Prozessierung dieser Untereinheiten in mehreren Schritten verlduft. Erst kommt es durch
benachbarte aktive Untereinheiten zu einer Verkiirzung des Propeptids (Schmidtke et al.,
1996; Heinemeyer et al., 1997). AnschlieBend erfolgt dann die ,.cis“-autokatalytische
Abspaltung des verbliebenen Propeptidrestes, die in Analogie zu der von der Untereinheit
katalysierten proteolytischen Reaktion verlduft (Schmidtke et al., 1996; Seemuller et al.,
1996; Ditzel et al., 1998).

1.2.3 Die Regulation der Menge aktiver Proteasomen

Trotz der Fiille an Informationen iiber die Struktur und Funktion des Proteasoms, den Weg
seiner Assemblierung und die Erkennung und Ubiquitylierung von Substratproteinen, ist die
Kontrolle der Menge an Proteasomen bzw. die Steuerung der Expression proteasomaler Gene
weitgehend unverstanden. Untersuchungen an Hefezellen, die mutierte Varianten
proteasomaler Untereinheiten enthielten, zeigten, dass die Beeintrdchtigung der
proteasomalen Funktion anscheinend zu einer erhohten Zahl an Proteasomen in der Zelle
filhrte (Arendt und Hochstrasser, 1997, Ramos et al., 1998); Keck, 1999). In anderen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Menge der Proteasomen in der Zelle als

Antwort auf verschiedenste Einfliisse reguliert wird. So konnten Verdnderung unter anderem
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nach Verbrennungen (Fang et al., 2000), bei Entziindungen (Tiao et al., 1997; Hobler et al.,
1999), bei Krebserkrankungen (Williams et al., 1999) oder bei Differenzierungsvorgingen
(Macagno et al., 1999) beobachtet werden. In allen diesen Féllen ist der zugrunde liegende
Mechanismus jedoch weiterhin unbekannt.

Besser verstanden ist die Regulation der Expression der Ubiquitingene. Wihrend die
Expression der Gene UBI1 - UBI3 in Hefe im Wesentlichen unverdnderlich ist, wird das
UBI4-Gen als Antwort auf verschiedene Stresssituationen verstirkt exprimiert. Die
Expression des UBI4-Gens wird als Antwort auf Hitzeschock, beim Eintritt in die stationire
Phase und unter Einfluss verschiedener anderer Stressbedingungen, z.B. nach Auftreten von
DNA-Schéden, gezielt induziert (Finley et al., 1987; Tanaka et al., 1988; Simon et al., 1999).
Hierbei sind verschiedene Signalwege an der Expressionskontrolle beteiligt (Watt und Piper,
1997; Simon et al., 1999).

Eine Funktion in der Steuerung der Expression sowohl von proteasomalen Untereinheiten
als auch von UBI4 konnte dem Protein Rpn4 zugeschrieben werden (Mannhaupt et al., 1999).
Dieses Protein - auch als Ufd5 oder Sonl bezeichnet (Nelson et al., 1993; Johnson et al.,
1995) - bindet an sogenannte PACE-Sequenzen (Proteasome Associated Control Element),
die in den Promotoren aller Gene der 20S-Proteasomuntereinheiten und in den Promotoren
vieler Gene von mit dem Ubiquitin/Proteasom-System assoziierten Proteinen gefunden
wurden. Es konnte gezeigt werden, dass die basale Transkription einzelner Untereinheiten von
Rpn4 abhingig ist, und dass hierfiir die PACE-Sequenz benétigt wird (Mannhaupt et al.,
1999). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Rpn4 auch mit dem Proteasom assoziiert

sein kann (Fujimuro et al., 1998).
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1.3 Zielsetzung

In der hier dokumentierten Arbeit sollten die beobachtete Autoregulation der Menge an
Proteasomen eingehender untersucht und der zugrunde liegende Mechanismus charakterisiert

werden. Hierbei standen folgende Fragen im Vordergrund:

1. In welcher Weise ist der Transkriptionsfaktor Rpn4 an der Autoregulation der Menge

der Proteasomen beteiligt ?
2. Wie wird das Signal vermittelt, dass bei einem erhohten Bedarf an proteasomaler

Aktivitit zu einer Neusynthese proteasomaler Untereinheiten fiihrt ?

Nachdem erste Versuche gezeigt hatten, dass Rpn4 entscheidend an der Regulation der
Menge aktiver Proteasomen beteiligt ist, sollte untersucht werden, in welcher Weise Rpn4
reguliert wird, und wie eine Beeintrdchtigung der proteasomalen Aktivitit zu einer Erhohung

der Rpn4 abhingigen Transkription fiihrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1  Saccharomyces cerevisiae-Stamme
Stamm Genotyp Derivat von Referenz/Herkunft
JD47-13C | MATa, leu2-3,112, trp1-463, his3-4200, ura3-52, | Ausgangsstamm Dohmen et al., 1995
lys2-801
JD51 MATa/a, leu2-3,112/leu2-3,112, trpl-463/ trpl-|JD47-13C Dohmen et al., 1995
463, his3-4200 /his3-4200, ura3-52/ ura3-52,
lys2-801/ lys2-801
JD53 MATa, leu2-3,112, trp1-463, his3-4200, ura3-52, |JD47-13C Dohmen et al., 1995
lys2-801
JD59 Mat a, umplA::HIS3 JD47-13C Ramos et al., 1998
YPH500 Mata, leu2-Al, trpl-A63, his3-D200, ura3-52, | Ausgangsstamm
lys2-801, ade2-101
JDC2-1 Mata. ump2-1 (pupl) YPH500 Keck, 1999
JDC3-2 Mata. ump3-1 (doa4) YPH500 Keck, 1999
JDC3-11 | Mata. ump4-1 (pred) YPH500 Keck, 1999
JDC8-2 Mata. ump5-1 (rpt3) YPH500 Keck, 1999
JDCY9-11 | Mato. umpl-1 YPH500 Keck, 1999
EJY141 MAT ¢, leu2-3,112, trp1-463, his3-4200, ura3-52, |JD51 Johnson et al., 1995
lys2-801, rpn4A::LEU2
BY4741 Mata; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 BY4741 Euroscarf, Frankfurt
BY4741 Mata; his3A1; leu2A0; metl5A0; ura3A0|BY4741 Euroscarf
yaplA yaplA::kan-MX4 Stammsammlung
BY4741 Mata; his3A1; leu2A0; metl5A0; ura3A0|BY4741 Euroscarf
SSz1A ssz1A::kan-MX4 Stammsammlung
BY4741 Mata; his3A1; leu2A0; metl5A0; ura3A0|BY4741 Euroscarf
rpn4A rpn4A::kan-MX4 Stammsammlung
ML3 MATa/a, leu2-3,112/leu2-3,112, trpl-463/ trpl-|JD59 X EJY141 diese Arbeit
463, his3-4200 /his3-4200, ura3-52/ ura3-52,
lys2-801/ lys2-801, UMPZ1/umplA::HIS3,
RPN4/rpn4A::LEU2
ML4 Mata, rpn4A::HIS3-MX6 JD47 diese Arbeit
ML5 Matao, rpn4A::HIS3-MX6 YPH500 diese Arbeit
ML6 Mata, ump2-1 (pupl), rpn4A::HIS3-MX6 JDC2-1 diese Arbeit
ML7 Mata, ump4-1 (pred), rpn4A::HIS3-MX6 JDC3-11 diese Arbeit
ML16 Mata, umpl-1, RPN4-3xha::HIS3-MX6 JDC9-11 diese Arbeit
ML26-1B | Mata, RPN4-3xha::HIS3-MX6 YPH499 X ML16 diese Arbeit
ML26-2B | Mata, RPN4-3xha::HIS3-MX6 YPH499 X ML16 diese Arbeit
ML29 Mata, ump2-1 (pupl), RPN4-3xha::HIS3-MX6 JDC2-1 diese Arbeit
ML30 Mata, ump3-1 (doa4), RPN4-3xha::HIS3-MX6 JDC3-2 diese Arbeit
ML31 Mata, ump4-1 (pre4), RPN4-3xha::HIS3-MX6 JDC3-11 diese Arbeit
ML32 Mata, ump5-1 (rpt3), RPN4-3xha::HIS3-MX6 JDC8-2 diese Arbeit
ML72 yaplA::kan-MX4, rpn4A::HIS3-MX6 BY4741 diese Arbeit
yaplA
ML76 Mata, ump3-1 (doad), rpn4A::HIS3-MX6 JDC3-2 diese Arbeit
ML80 Mato, RPN4-3xha::HIS3-MX6, pdr5A::kan-MX4 | ML26-2B diese Arbeit
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Stamm Genotyp Derivat von Referenz/Herkunft
ML81 Mata/o,, RPN4-3xha::HIS3-MX6, ML26-2B X ML75 | diese Arbeit
RPN4-13xmyc::HIS3-MX6

ML82 MATa, leu2-3,112, trp1-463, his3-4200, ura3-52, |JD47 diese Arbeit
lys2-801, LEU2::pML139

ML83 MATa, leu2-3,112, trp1-463, his3-4200, ura3-52, |JD53 diese Arbeit
lys2-801, LEU2::pML139

ML84 ssz1A::kan-MX4, rpn4A::HIS3-MX6 BY4741 diese Arbeit

SSz1A

2.1.2  Escherichia coli-Stamme

Stamm Genotyp Quelle

XL1-Blue SsupE44, hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thil, relAl,  Stratagene, San

lac’, proAB™, laclq, lacZAM15, tn10(tetr) Diego, USA

2.1.3  Escherichia coli-Klonierungsvektoren

Plasmid Beschreibung Quelle

pUC19 enthélt Resistenzgen gegen Ampicillin (kodiert fiir B-  Yanish-Perron et

Lactamase), Mdglichkeit der Blau-Weil3-Selektion

durch o-Komplementation

al. (1985)

pBluescriptSK+ wie pUC19

Stratagene, San

Diego, USA
2.1.4  Saccharomyces cerevisiae-Vektoren
Plasmid Beschreibung Funktion Quelle
YCplaclll CEN4/ARS1, LEU2 Basisvektor Gietz und Sugino, 1988
Ylplac128 LEU2 Basisvektor Gietz und Sugino, 1988
Yeplac181 2p-Vektor, LEU2 Basisvektor Gietz und Sugino, 1988
pBA2 Pcupi-UBI-Met-URA3-Teyer kodiert fir stabiles Met-Ura3 Beth Andrews
pBA3 Pcupi-UBI-Arg-URA3-Teycr kodiert fur instabiles Arg-Ura3 | Beth Andrews

pFAGa-HIS3-MX6

Pres-his5-Tree

Disruptionskassette, enthalt

S.pombe his5-Gen

Longtine et al., 1998
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Plasmid Beschreibung Funktion Quelle
pJD531 CEN,TRP1, Exp. von RPN4-2xha unter diese Arbeit
Pcupi-UBC2-Ub-Arg-e*-ha- Kontrolle des CUP1-Promotors
HIS3-Tever
pML112 2y, LEU2, Exp. von RPN4-2xha unter diese Arbeit
Pcupi-RPN4-hay-Teyer Kontrolle des CUP1-Promotors
pML114 CEN/ARS1,LEU2 Exp. von RPN4-2xha unter diese Arbeit
Prena-RPN4-ha,-Teyer Kontrolle des RPN4-Promotors
pML139 LEU2, integratives Plasmid (aus diese Arbeit
Pcupi-RPN4-eX-ha,-URA3- Yiplac128) zur Expression von
Tever RPN4-e"-ha,-URA3
pML146 CEN4/ARS1, LEU2, Exp. von RPN4-eX-ha,-URA3 | diese Arbeit
Pcupi-RPN4-e¥-ha,-URA3-
TCYCl
pML152 2u, LEU2, Exp. von Flag-6His-RPN4- diese Arbeit
Pcupi-Flag-6HIS-RPN4-ha,- 2xha unter Kontrolle des
Tever CUP1-Promotors
2.1.5 Oligonukleotide
Name Sequenz Beschreibung
JD860 5-AATAGCTAATTTGTATCTTTTCAAAAGTTTT F1-Oligo zur Deletion von RPN4
CTAGAATTTTCAAGCAATCcggatcceccgggttaattaa  nach Longtine et al., 1998
JD861 5-TTTTGTGTGAGGTTTTCTTCTTTTATCTCCTA R1-Oligo zur Deletion von RPN4
TATAATTTGTAACCTTAAGgaattcgagctcgtttaaactgg  nach Longtine et al., 1998
JD862 5 -CGTCAAGAAGTTACAAAATTTGCAAAGGCT F2-Oligo zur integrativen
AATATTGGTTATGTCATGGGTcggatcceccgggttaatt  Epitopmarkierung  von  RPN4
aac nach Longtine et al., 1998
JD863 57-9cggaagcttGAGATATACGGGCAAATATTGGG  5°-HinDIII-RPN4-Promotor
(-1020)
JD864 57-9cggtaccCATGCCTGATTGTGGGCCATGG 5-Asp718-RPN4-Terminator
(+400)
JD903 5-CCTCAGTGGCAAATCCTAAC bindet in S.pombe his5-Gen in
Richtung 5-Ende, zur
Uberpriifung der Integration
ML912 5-cgcgaattcATGGCTTCTACGGAACTTAGC 5-EcoRI-RPN4-ORF
ML913 57-cgcggtacccACCCATGACATAACCAATATTAG  5°-Asp718-RPN4-ORF-3°-Ende
(ohne Stop-Codon)
ML914 5-GACCCAACAGACCATAGAAACG-3 RPN4-Terminator (+1000)
ML1211 5’-cgcggtacctgggagcettggetgttgeeceg-3° bindet 5"- e“-ha-URA3 aus pBA2
ML1212 5’-gcgctgcaggaaatcattacgaccgagattc-3° 5"-Pstl-URA3-Term.-3"-Ende
MM1172 5"-gatataggcgccagcaaccg-3 Sequenzierung in YEp13 (5'-3")
MM1173 5’-cctgctegcttcgetacttgg-3° Sequenzierung in YEp13 (3'-5")
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2.1.6  Enzyme und Antikorper

B- Glukuronidase (aus Helix pomatia)
Tag/Pwo DNA Polymerase
Klenow-Polymerase
Restriktionsendonukleasen
T4-DNA-Ligase

T4-DNA-Polymerase

Lyticase

16B12 Anti-HA Antikorper (Maus)

3F10, Anti-HA Antikorper (Ratte)
Anti-Maus-1gG-AK (Peroxidase gekoppelt)
Anti-Ratte-1gG-AK (Peroxidase gekoppelt)

2.1.7 Chemikalien

Roche

Roche

Roche

NEB, Beverly, USA
NEB, Beverly, USA
NEB, Beverly, USA
Sigma, USA

BADLCO, Berkeley, USA
Roche

Dianova, Hamburg

Acris Antibodies, Hiddenhausen

Alle verwendeten Chemikalien waren von analytischem Reinheitsgrad. Sie wurden bezogen

von Affinit (Exeter, England), Amersham-Pharmacia (Uppsala, Schweden), Baker (Deventer,
Niederlande), Becton-Dickinson (Heidelberg), BioRad (Munchen), Calbiochem (Bad Soden),
Gibco (Paisley, Schottland), Merck (Darmstadt), Oxoid (Hampshire, England), Roth

(Karlsruhe), und Sigma-Aldrich (Minchen).
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2.2 Methoden

2.2.1Medien zur Anzucht von Bakterien und Hefen

Medien zur Aufzucht von Saccharomyces cerevisiae:

Vollmedium YPD: 1% Hefeextrakt, 2% Pepton, 2% Glukose
Vollmedium YPG: 1% Hefeextrakt, 2% Pepton, 2% Galaktose
Minimalmedium SD: 6,79/l Hefestickstoffbasis ohne Aminosduren, 2% Glukose

Je nach Selektion wurden

zugegeben: 20mg/l Arginin, 10mg/I Histidin, 60mg/l Isoleucin, 60mg/I
Leucin, 40mg/l Lysin, 10mg/l Methionin, 60mg/l Phenyl-
alanin, 50mg/l Threonin, 40mg/l Tryptophan, 40mg/l Uracil,
20mg/l Adenin

Minimalmedium SG: wie SD mit 2% Galaktose statt Glukose

Feste N&hrboden enthielten zuséatzlich 2% Agar.

Soweit nicht anders vermerkt, erfolgte die Aufzucht von Hefen bei 30°C.

Medien zur Aufzucht von Escherichia coli:

LB-Medium: 1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl
SOC-Medium: 2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 20mM Glukose, 10mM
NacCl,

2,5mM KCI, 10mM MgCl,, 10mM MgSQq, pH 7,5
Feste Nahrbdden enthielten zusétzlich 2% Agar. Bei Bedarf wurde dem Medium 50mg/I
Ampicillin und 0,008% X-Gal (Stockldsung: 2% in DMF) zugesetzt. Die Aufzucht erfolgte
bei 37°C.
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2.2.2Molekularbiologische und genetische Methoden

2.2.2.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Nukleinsdurekonzentrationen in H,O wurden entweder im ethidiumbromidgefarbten
Agarosegel durch Vergleich mit einem Standard oder photometrisch durch Messung der
Absorption bei 260nm ermittelt. Eine Absorption von 1 bei 260nm entspricht 50ug/mi
doppelstrangiger DNA, und 40ug/ml fur einzelstrangige DNA und RNA. Der Quotient aus
Ao Und Agzgo ist ein Mal? fir die Reinheit der Nukleinséure, er sollte zwischen 1,8 und 2,0

liegen.

2.2.2.2 Restriktion von DNA mit Endonukleasen

Die Restriktion von DNA mittels Endonukleasen erfolgte nach den Angaben des Herstellers

unter Verwendung des mitgelieferten Reaktionspuffers fur 1-2 Stunden.

2.2.2.3 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarosegel-Elektrophorese

Losungen:

TAE-Puffer: 0,04 M Tris-HCI, pH
17,5 % Essigsdure
0,01 M EDTA (aus Stammlésung, pH 8,0)

6fach Auftragungspuffer: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol
15 % (w/v) Ficoll (Typ 400)

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 0,8-1,5%igen TAE-
Agarosegelen. GroBe und Menge der aufgetrennten DNA wurde durch Vergleich der
Ethidiumbromid-Anfarbbarkeit mit einem Standard ermittelt (1pg EcoRI/HIinDIII-
restringierte doppelstrdéngige DNA des Phagen Lambda). Nach Beendigung der
Elektrophorese wurden die DNA-Banden unter UV-Licht (312nm) sichtbar gemacht und
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fotografiert. Die Gelstlicke mit den entsprechenden Banden wurden dann mit einem Skalpell

aus dem Gel herausgeschnitten.

2.2.2.4 lsolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde das ,,QIAEX 1l Agarose Gel
Extraction Kit*“ der Firma QIAGEN oder das ,,Nucleospin Extract Kit*“ der Firma Macherey

und Nagel benutzt. Es wurde nach den Angaben der Hersteller verfahren.

2.2.2.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurden T4-DNA-Ligase und Reaktionspuffer der Firmen
Gibco-BRL oder NEB benutzt. Der Ansatz wurde uber Nacht bei 4°C oder 1std beli

Raumtemperatur inkubiert.

2.2.2.6 DNA-Amplifikation mit der Polymerasekettenreaktion nach Mullis et al. (1986)

Zur Amplifikation definierter DNA-Fragmente wurde die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
unter Verwendung des ,High Fidelity Kit* der Firma Roche durchgefiihrt. Ein typischer
Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

Ansatz: 1 ul Plasmid-DNA (50ng)
1 ul Oligonukleotid 1 (100pmol/ul)
1 ul Oligonukleotid 2 (100pmol/ul)
10  ul 10fach Reaktionspuffer vom Hersteller mitgeliefert
4 ul MgCl,-Lésung (25mM)
3,5 ul Desoxynukleotidmix (je 10mM)
1 ul Polymerasemix (Tag- und Pwo-DNA-Polymerase)
795 ul HO
100  ul Gesamtvolumen

Ublicherweise verlief eine PCR wie folgt:

Reaktion: 1. Denaturierung 3min 92°C
2. Denaturierung 30sek 92°C
3. Hybridisierung 40 sek 55°C
4. Elongation 1 min 72°C (ca. Imin pro 1000 Basen)
Die Schritte 2 - 4 wurden dann 25 mal wiederholt.



Material und Methoden 31

5. Polymerisation 5 min 72°C (zur Auffullung unvollstandiger
Reaktionen)

Zur Isolierung der PCR-Produkte aus dem Reaktionsgemisch wurde das ,,QlAquick PCR
Purification Kit* der Firma QIAGEN benutzt, wobei die Angaben des Herstellers befolgt
wurden (QIAGEN, Hilden).

2.2.2.7 Herstellung und Transformation kompetenter Zellen von Escherichia coli
Diese Methode stellt eine Abwandlung der Methode nach Hanahan (1985) dar.

Ldsungen:

TfB1-LOsung 30 mM Kaliumacetat
50 mM MnCI2
100 mM KClI
10 mM CaCl2
15 %  Glycerin
steril filtrieren

TfB2-Losung 10 mM Mops (pH 6,8 mit NaOH einstellen)
10 mM KCI
75 mM CaCl,
15 % Glycerin
steril filtrieren

100ml LB-Medium wurden mit E. coli-Zellen einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C
bis zu einer ODggo von 0,4 bis 0,6 herangezogen. Der Kolben wurde dann auf Eis schnell
herabgekunhlt. Bei allen folgenden Schritten wurden die Zellen immer auf Eis gekihlt. Durch
5min Zentrifugation bei 4°C und 5000g wurden die Zellen geerntet. Das Bakterienpellet
wurde in 20ml TfB1 resuspendiert und 5min auf Eis inkubiert. Durch 5min Zentrifugation bei
4°C und 5000g wurden die Zellen erneut pelletiert und anschliefend in 2ml TfB2
resuspendiert. Es wurden dann Aliquots von 100ul in Eppendorfgefale pipettiert, bei -80°C

gefroren und bis zur Verwendung gelagert.
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Transformation:

Ein Aliquot (150ul) tiefgefrorener, kompetenter E. coli-Zellen wurde auf Eis aufgetaut und
sofort zur Transformation eingesetzt. Nach Zugabe der Plasmid-DNA wurden die Zellen
60min auf Eis inkubiert und anschlieBend fiir 45sek bis 2min bei 42°C einem Hitzeschock
unterzogen. Nach Zugabe von 1ml LB-Medium wurden die Zellen 1 Stunde bei 37°C
inkubiert, um das plasmidkodierte Resistenzgen zu exprimieren. Die Zellen wurden 1min bei
15.800g abzentrifugiert, auf LB-Platten mit 50ug Ampicillin pro ml ausplattiert und tber
Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.2.8 Préaparation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Zur Isolation von Plasmid-DNA im kleinen Malstab wurde das ,,Plasmid Mini Kit“ der Firma
QIAGEN benutzt. Zur Aufreinigung groRer Mengen an Plasmid-DNA wurde das ,,Plasmid
Midi Kit* derselben Firma eingesetzt. Es wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren
(QIAGEN, Hilden).

2.2.2.9 Herstellung und Transformation kompetenter Zellen von Saccharomyces

cerevisiae

Gefrierkompetente Zellen nach Dohmen et al.(1991b):

Losung A: 1 M Sorbitol
10mM Bicin pH 8,35
3 % (w/v) Ethylenglykol
5 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO)

Losung B: 40 % (w/v) PEG 1000
200mM Bicin pH 8,35

Losung C: 150mM NacCl
10mM Bicin pH 8,35

Die Zellen wurden in 100ml YPD bis zu einer Zelldichte von 0,4-0,8 ODggo herangezogen,

abzentrifugiert (2000rpm, 5min) und mit 50ml Ldsung A gewaschen. Nach erneuter
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Zentrifugation und Resuspendierung in 2ml Losung A wurden Aliquots von 200l bei -80°C
eingefroren und bis zum Gebrauch gelagert.

Zu einem Aliquot kompetenter Hefezellen wurden 0,1 - 5 ug Plasmid-DNA und 5pl
(10mg/ml) einzelstrangige Kalbsthymus-DNA gegeben. Die Zellen wurden dann 5min bei
37°C geschuttelt und mit 1ml Lésung B 1std bei 30°C inkubiert. Nach Zentrifugation
(3000rpm, 5min) wurden die Zellen mit 1ml Lésung C gewaschen, abzentrifugiert, in 150pul

Losung C aufgenommen und auf selektivem Medium ausplattiert.

Lithium-Acetat/ss-DNA/PEG-Transformation nach Gietz und Schiestl (1995):

Die Lithium-Acetat-Transformation wurde durchgefiuihrt, wenn eine hohe Effizienz, d.h. eine
grofRe Zahl an Transformanten bendtigt wurde. 50ml Medium wurden mit Zellen aus einer
5ml Ubernachtkultur zu einer ODgoo von 0,1 inokuliert. Nach Aufzucht bis zu einer ODggo
von 0,8-0,9 wurden die Zellen 5min bei 3000g zentrifugiert, mit 25ml sterilem H,O
gewaschen und in 1ml 100mM LiAc aufgenommen. Nach Uberfiihrung in ein Eppendorf-
Gefall und erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in einem Gesamtvolumen von 500ul
100mM LiAc resuspendiert und in Aliquots von 50ul aufgeteilt. Die Zellen wurden erneut
sedimentiert und auf das Pellet wurden 240ul PEG3350 (w/v), 36upl 1M LiAc, 5l
denaturierte Kalbsthymus-DNA (10mg/ml) und 0,1 bis 10ug DNA in 70ul H,O pipettiert.
Der Ansatz wurde durch 1min starkes vortexen vermischt und 30min bei 30°C inkubiert.
Nach 25min bei 42°C wurden die Zellen pelletiert (2min, 8000upm in einer Eppendorf-
Zentrifuge) mit 1ml sterilem Wasser gewaschen und auf Selektivmedium ausplattiert.

Kolonien aus transformierten Zellen konnten nach 2-4 Tagen bei 30°C isoliert werden.

2.2.2.10  Plasmid-Praparation aus Saccharomyces cerevisiae nach Robzyk et al. (1992)

Ldsungen:

STET 8%  Saccharose
50mM Tris-Cl pH 8,0
50mM EDTA

5%  Triton-X 100
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10mM Tris-Cl pH 8,5

Zellen aus 3ml einer Ubernachtkultur wurden pelletiert, mit Wasser gewaschen und in 100ul
STET-L6sung resuspendiert. Nach Zugabe von Glasperlen (& 0,45mm) bis unter den
Meniskus wurden die Zellen 5min in einem IKA-Vibrax-VXR (Janke und Kunkel)
geschdttelt. Die Suspension wurde nach erneuter Zugabe von 100ul STET-L6sung 3min bei
95°C inkubiert, 10min auf Eis gekihlt und 10min bei 4°C und 15.8000g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, mit der Halfte des Volumens 7,5M NH4-Acetat versetzt und
1std bei -20°C inkubiert. Nach Zentrifugation (10min, 4°C, 15.800g) wurden 100ul des
Uberstandes abgenommen, mit dem zweifachen Volumen 96% Ethanol gefallt. Das Pellet
wurde nach erneuter Zentrifugation mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20ul Tris-
Cl, pH 8,5, aufgenommen. 10ul dieser Ldsung wurden zur Transformation von E.coli

verwendet.

2.2.2.11  Praparation genomischer DNA aus Saccharomyces cerevisiae
nach Rose et al., 1990

Zellen aus 5ml einer Ubernachtkultur wurden abzentrifugiert (10sek. 15.000g) und in 500ul
1M Sorbitol, 0,1M EDTA pH7,5 resuspendiert. Nach Zugabe von 0,25mg/ml Lyticase
(Sigma) wurde fur 1std bei 37°C inkubiert. Die sphéaroplastierten Zellen wurden durch
Zentrifugation pelletiert (15sek 15.000g) und in 500ul 50mM Tris-Cl (pH 7,4), 20mM EDTA
resuspendiert. Nach Zugabe von 50ul 10% SDS erfolgte eine Inkubation fiir 30min bei 65°C.
Die Proteine wurden durch Zugabe von 200ul 5M Kaliumacetatlésung fir 1std auf Eis
ausgefallt und anschlielend fir 5min bei 18.000g abzentrifugiert. Die DNA wurde durch
Zugabe von 700pl Isopropanol aus dem Uberstand ausgefallt und durch Zentrifugation (5min
18.000qg) pelletiert. Das Pellet wurde einmal mit 70% Ethanol gewaschen und dann

getrocknet. Die Resuspendierung erfolgte in 100l 20mM Tris-Cl (pH 8,5).
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2.2.2.12  Sequenzierung von DNA nach Sanger et al. (1977)

Die Sequenzierung doppelstrangiger Plasmid-DNA wurde nach der Didesoxynukleotid-
Methode von Sanger unter Verwendung des ,,BigDye Terminator V.3.1“-Kits der Firma
Becton-Dickinson und des Sequenziergerdts ABI-Prism 3100 der Firma Applied Biosystems
durchgefiihrt. 500ng Plasmid-DNA wurden mit dem fertigen Sequenziermix und 5pmol
Primer vermischt. Die Reaktion erfolgte durch Polymerasekettenreaktion nach folgendem
Programm:

6°C 5 min
6°C 30sek
0°C  15sek
0°C 4 min

o 01 © ©

A OWODN PR

Die Schritte 2-4 wurden 26 mal wiederholt. Die Aufarbeitung der Proben fand im zentralen

Sequenzierlabor des Instituts fir Genetik statt.

2.2.2.13  Nachweis spezifischer mMRNA durch Northern-Blot

Ldsungen:

TES-Puffer: 10 mM Tris-ClpH 7,5
10 mM EDTA
05% SDS

Mit Puffer geséttigtes Phenol pH 4,5 - 5 (Aqua-Roti-Phenol, Roth).

3M Natrium-Acetat pH 5,5

Transferpuffer: 25 mM NaH,PO, (pH6,8)
10X MOPS Puffer: 200 mM MOPS
50 mM Na-Acetat
10 mM EDTA
pH 7,0

Formaldehyd-Gel (250ml): 44 ml 37% Formaldehyd
181 ml 1% Agarose in RNase-freiem Wasser
25 ml 10x MOPS-Puffer
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Auftragungspuffer: 504  ul deionisiertes Formamid
105 pl 10x MOPS-Puffer
182  pl Formaldehyd
149  pl 75% Glycerin
110 ul HO
+ kleine Spatelspitze Bromphenolblau

Laufpuffer: 100 ml  10x MOPS Puffer
20 ml  37% Formaldehyd
ad 1 | RNase-freies H,O
20x SSPE: 3 M NaCl
200 mM NaH,PO,
pH 7,0
5x Denhardt’s: 0,1 % Ficoll (Typ 400)

0,1 % Polyvinylpyrrolydon (Sigma, Mw 360.000)
0,1 % BSA (FraktionV)

als 100x Stocklésung vorbereiten und steril filtrieren.

Hybridisierungslosung: 50 % Formamid
5x SSPE
5X Denhardt’s
1 % SDS

10 % Dextransulfat

Isolierung und Auftrennung der RNA:

Zur Isolierung der RNA wurden Zellen aus 20ml einer exponentiell wachsenden Kultur in
YPD- oder SD-Medium abzentrifugiert und mit 2ml H,O gewaschen. Die Zellen wurden in
400ul TES-Puffer resuspendiert, mit 400ul Phenol vermischt und 3min bei 65°C und 5min
auf Eis inkubiert. Unl6sliche Bestandteile wurden abzentrifugiert (18.000g, 4°C, 10min) und
der wassrige Uberstand einmal mit Phenol und einmal mit Chloroform gewaschen. Die RNA
wurde durch Zugabe von 40ul RNase-freier Natriumacetatldsung (3M, pH 5,5) und 1ml 96%
Ethanol fur 2h bei -20°C prazipitiert. Die RNA wurde anschliefend pelletiert (18.000g, 4°C,
10min), mit 70% Ethanol gewaschen und in RNase-freiem H,O resuspendiert. Um eine
groRere Reinheit der RNA zu erhalten, wurde das ,,RNeasy Kit“ der Firma QIAGEN benutzt.
Es wurde nach dem Protokoll fir ,RNA clean-up® verfahren. Eine Probe der RNA-

Préparation wurde zur Bestimmung der RNA-Konzentration eingesetzt.



Material und Methoden 37

Northern-Blot und Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde:

15-20pug Gesamt-RNA wurden in einem Formaldehyd-Agarose-Gel aufgetrennt. Zur
Dokumentation wurde das Gel mit Ethidiumbromid gefarbt und fotografiert. Der Transfer der
DNA erfolgte Uber Nacht in Transferpuffer auf eine Nylon-Membran (Hybond N,
Amersham). Nach Abbau des Blots wurde die RNA fur 3min mit UV-Licht auf der Membran
fixiert und 2std bei 80°C gebacken. Zur Blockierung der Membran wurde diese flr 2-3std mit
Hybridiserungslosung +100ug/ml Heringsperma-DNA inkubiert. Anschliefend wurde die
radioaktiv markierte Sonde (siehe unten) in 10ml Hybridisierungslésung zugegeben und tber
Nacht bei 42°C inkubiert. Die Membran wurde dann 2x 15min mit 2x SSPE bei
Raumtemperatur, 2x 45 min mit 2x SSPE + 2% SDS bei 64°C und 2x 15min mit 0,1x SSPE
bei Raumtemperatur gewaschen. Zur Dokumentation wurde ein Rontgenfilm aufgelegt. Die

Quantifizierung erfolgte mit Hilfe des Bio-Imaging Analyzer BAS 1500 der Firma Fuji.

Radioaktive Markierung einer DNA-Sonde:

25ng zu markierende DNA wurden durch Erhitzen auf 95°C fiir 10min denaturiert und auf Eis
abgekiihlt. Es wurden 3pl dNTP-Mischung, 2pl Hexanukleotid-Mix und 50puCi [o.**P]-dATP
zugegeben. Der Ansatz wurde mit sterilem H,O auf 19ul aufgefullt. Nach Zugabe von 1l
Klenow-Enzym (=2U) wurde der Ansatz 1std bei 37°C inkubiert. Die markierte DNA wurde
anschlieBend durch Verwendung eines ,,Mini Quickspin Oligo Purification*-Saulchens der
Firma Roche aufgereinigt und vor der Verwendung durch Erhitzen auf 95°C fir 5min

denaturiert.

2.2.3Biochemische Methoden

2.2.3.1 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 800ul in Wasser verdunnte Probe mit
200ul Bradford-Reagenz vermischt und 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Der im
Bradford-Reagenz enthaltene Farbstoff ,,Coomassie brilliant blue® verschiebt sein
Absorptionsmaximum durch Anlagerung an Proteine von 465nm auf 595nm. Die Absorption

wurde bei 595nm photometrisch bestimmt, geeicht wurde mit einer BSA-Stammldsung.
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2.2.3.2 Herstellung von zellfreien Proteinrohextrakten aus S. cerevisiae

Lysis Puffer 50 mM HEPESpH 7,5
150 mM NaCl
1 %  (v/v) Triton-X-100
5 mM EDTA

vor der Verwendung wurden zugegeben:

,Ccomplete Mini* Protease Inhibitor Cocktail (Roche)
20pmol/l - Proteasominhibitor MG132 (Affiniti))

Zur Gewinnung der Rohextrakte wurden 5-50ml einer exponentiell wachsenden Kultur
(ODggo = 0,8-1,2) abzentrifugiert (5min, 2000upm, Beckman GS-6K), mit H,O gewaschen
und in 150ul Lysis-Puffer aufgenommen. Nach Zugabe von Glasperlen bis unter den
Meniskus erfolgte der Aufschluss durch 3x 1min heftiges Schtteln auf einem IKA-Vibrax-
VXR (Janke und Kunkel), zwischendurch wurde je 1min auf Eis gekihlt. Zelltrimmer und
unlésliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation (10min, 4°C, 15.800g) pelletiert. Der
proteinhaltige Uberstand wurde abgenommen, die Proteinkonzentration wurde nach Bradford

bestimmt.

2.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Lammli (1970)

Losungen:

Gel-Losungen: 1 M TrispH6,8
1,5M TrispH 8,8
30 % (w/v) Acrylamid /2% (w/v) Bisacrylamid
10 % (w/v) APS
10 % (w/v) SDS
TEMED

Lammli-Laufpuffer (LRB): 25 mM Tris pH 8,3
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

Lammli-Auftragungspuffer: 125 mM Tris pH 6,8
10 % B-Mercaptoethanol
4 % (w/v) SDS
20 % (w/v) Glyzerin
0,04 % (w/v) Bromphenolblau
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Das Trenngel (15ml) wurde wie folgt hergestellt:

Prozent 6 7 8 10 12
H,O 8,1ml 7,6ml 7,1ml 6,1ml 5,1ml
1,5M Tris-Cl, pH 8,8 3,75ml 3,75ml 3,75ml 3,75ml 3,75ml
Acrylamidlésung 3ml 3,5ml 4ml 5mi 6ml
10% SDS 150pl 150pl 150pl 150pl 150pl
10% APS 50pl 50pl 50pl 50pl 50pl
TEMED 10pl 10ul 10ul 10ul 10pl

Das Sammelgel (5ml) wurde wie folgt hergestellt:

Prozent 3
H,O 3,66ml
1M Tris-Cl, pH 6,8 6250l
Acrylamidlésung 650ul
10% SDS 50ul
10% APS 10ul
TEMED 5ul

Nach Giellen des Trenngels wurde dieses mit Isopropanol Uberschichtet und fir ca. 30min
auspolymerisiert. Das Isopropanol wurde abgenommen, die Geloberfliche mit H,O
nachgespilt, das Sammelgel gegossen und der taschenbildende Kamm eingefiihrt. Die
verwendeten Apparaturen stammten entweder von der Firma Hoefer Scientific (San
Francisco, USA) oder von der Firma BioRad (Mdinchen).

20-40pg Protein wurden mit Auftragungspuffer versetzt und 5min bei 100°C inkubiert,
abzentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Durch das SDS und das p—Mercaptoethanol
werden die Proteine denaturiert. Das SDS lagert sich an die Polypeptidketten an. Es entsteht
ein negativ geladener Komplex, dessen Ladung der Masse des Proteins ungeféhr proportional
ist. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dem Logarithmus der Masse des Proteins annahernd

proportional.
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2.2.3.4 Nachweis von Proteinen durch Western-Blot

Ldsungen:
Transfer-Puffer: 25 mM Tris pH 8,3
190 mM Glycin
20 %  (v/v) Methanol
0,1 % (w/v)SDS
PBS: 8 g/l NaCl
0,2 g/l KCI
1,44 g/l NayHPO,
0,24 g/l KH2PO4
pH 7,4
PBST: PBS + 0,1% Tween-20

Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine durch Semi-Dry-Blotting aus dem Gel auf
eine PVDF-Membran (Polyvinylidenfluorid, Milipore) Ubertragen. Der Transfer wurde in
Transferpuffer bei 240mA fir eine Stunde durchgefuhrt. Die PVDF-Membran wurde erst
durch Schwenken in Methanol angefeuchtet und dann in Transferpuffer geschwenkt. Nach
dem Transfer wurde die Membran 30min gekocht und anschlieBend 1std in Blockingldsung
(3% Milchpulver in PBST) inkubiert. Die Membran wurde dann 1std mit dem 1.-Antikdrper
(1:2000-1:5000 verdunnt in Blockingldsung) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 3x 10min
waschen in PBST wurde der 2.-Antikdrper (Peroxidase gekoppelt) ebenfalls 1:2000-1:5000 in
Blockinglosung verdinnt zugegeben und 1std bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 3x
Waschen fir je 10min in PBST wurde die Membran 1min in PBS gewaschen und
anschlieBend in ,,Lumi-Light-Plus Western Blotting“ Chemilumineszenz-L6sung inkubiert

(Roche). Das Ergebnis wurde auf einem Réntgenfilm dokumentiert.

2.2.3.5 Fraktionierung von Proteinrohextrakten durch Gelfiltration
nach Ramos et al. (1998)

Exponentiell wachsende Kulturen von Hefezellen in YPD- oder SD-Medium (ODgy = 0,8-
1,2) wurden bei 50009 abzentrifugiert, einmal mit H,O gewaschen, in flussigem Stickstoff
eingefroren und bis zu ihrer Verwendung bei -80°C gelagert. Die Extraktion der Proteine

erfolgte durch Zerreiben der gefrorenen Zellen in einem Mdrser unter stdndiger Kihlung
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durch flussigen Stickstoff. Das gefrorene Zellpulver wurde in Extraktionspuffer (50mM Tris-
Cl pH 7,5; 2mM ATP; 5mM MqgCl,; ImM DTT; 15% Glyzerin) resuspendiert. Zelltrimmer
und unlésliche Bestandteile wurden abzentrifugiert (18.000g, 4°C, 10min). Der Uberstand
wurde einer weiteren Zentrifugation unterzogen (60.000g, 4°C, 30min) und in dem daraus
gewonnenen Uberstand wurde die Proteinkonzentration bestimmt. Die Proteinkonzentration
wurde durch Zugabe von Extraktionspuffer auf 5mg/ml eingestellt. Eine Probe des Extrakts
wurde durch Filtration (Millipore Amicon Ultrafree-MC 0,45um Porendurchmesser, 18.000g,
4°C; 1min) nochmals von unléslichen Bestandteilen gereinigt. Zur Gelfiltration wurden 200ul
(1mg Protein) eingesetzt. Sie erfolgte in einer mit Extraktionspuffer equilibrierten Superose-
Saule (Superose 6 HR 10/30) der Firma Amersham-Pharmacia unter Benutzung der Akta-
FPLC-Anlage derselben Firma. Die Geschwindigkeit der Gelfiltration betrug 0,3ml/min und
es wurden Fraktionen von 0,6ml Volumen gesammelt. Die Fraktionen 13-30 wurden zur
Analyse der Proteine durch SDS-PAGE und Western-Blot und zur Bestimmung der

proteasomalen Aktivitat verwendet.

2.2.3.6 Bestimmung der chymotryptischen Aktivitat des Proteasoms

Zur Messung der fir die Pre2 (B5)-Untereinheit spezifischen chymotryptischen Aktivitét
wurde das Substrat Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-methylcoumarin (Affiniti, Exeter,
England) eingesetzt. Die Pre2-Untereinheit spaltet das Substrat hinter dem Tyrosinrest und
flihrt zur Freisetzung des fluoreszierenden Amido-4-methylcoumarins. In einer
Mikrotiterplatte wurden je 20ul aus einer Fraktion einer Gelfiltration oder 5ug aus einem
zellfreien Rohextrakt auf 80ul mit Extraktionspuffer (50mM Tris-Cl pH 7,5; 2mM ATP;
5mM MgCly; ImM DTT; 15% Glyzerin) aufgefillt und mit 1pug Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-
7-amido-4-methylcoumarin in 20ul Extraktionspuffer vermischt. Die Reaktion wurde mit
Hilfe des Geréates Fluostar-Galaxy der Firma BMG verfolgt. Die Reaktionsgeschwindigkeit
(Anderung der Fluoreszenz pro Zeiteinheit) war ein MaR fiir die proteasomale Aktivitat. Zur
Umrechnung der Aktivitat in Units (U = pmol/min) wurde anhand der Fluoreszenz definierter

Mengen aus einer Stocklésung Amido-4-methylcoumarin eine Eichgerade erstellt.
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2.2.3.7 Untersuchung der Proteinstabilitat durch ,,Cycloheximide chase*

Zur Untersuchung der Stabilitat von Proteinen wurden exponentiell wachsende Kulturen von
Hefezellen mit 100pug/ml Cycloheximid versetzt, um die Proteasombiogenese zu unterbinden.
Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde eine Probe entnommen. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation pelletiert, mit H,O gewaschen und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die
Préparation des Proteinrohextraktes erfolgte wie unter 2.2.3.2 beschrieben. Anschlie3end
erfolgte die Analyse durch SDS-PAGE und Western-Blot.

2.2.4Methoden der Hefegenetik

2.2.4.1 Kreuzung von haploiden Hefestimmen

Zellen der zu paarenden Hefestdmme wurden auf einer YPD-Agarplatte durch tberkreuzende
Ausstriche vermischt und 2-6std bei Raumtemperatur inkubiert. Enthielten die
Ausgangsstamme  unterschiedliche  Auxotrophiemarker,  so  konnten  diploide
Kreuzungsprodukte durch Replikaplattierung auf ein selektives Medium isoliert werden. War
dies nicht moglich, so wurden die Kreuzungsprodukte vereinzelt und in Paarungstests auf ihr
Verhalten hin Uberprift. Zellen, die weder mit a- noch mit a-Zellen effizient paaren konnten,

wurden als Diploide identifiziert und zur weiteren Arbeit isoliert.

2.2.4.2 Paarungstypanalyse von Hefezellen

Zur Feststellung des Paarungstyps von Hefestimmen wurden diese mit den Testerstimmen
KMY38 (Mate, trp5-27) und KMY39 (Mata, trp5-27) auf einer YPD-Platte Uiberkreuzend
ausgestrichen und fir 2-6std bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend erfolgte die
Replikaplattierung auf SD-Medium ohne Tryptophan. Da alle anderen benutzten Stdimme eine
Mutation im TRP1-Gen besitzen (trp1463), konnten diploide Paarungsprodukte aufgrund der

Fahigkeit zur gegenseitigen Komplementation der trpl- und trp5-Mutation auf diesen
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Minimalmediumsplatten wachsen und identifiziert werden. Haploide Zellen aller Stdmme

sind aufgrund der Tryptophanauxotrophie nicht zum Wachstum befahigt.

2.2.4.3 Sporulation diploider Hefezellen und Tetradenanalyse

Zur Induktion der Meiose wurden die zu analysierenden Zellen auf Sporulationsmedium
(0,1% Hefeextrakt, 1% Kaliumacetat, 2% Agar) ausgestrichen und fir einige Tage bei 30°C
inkubiert. Mit einem sterilen Zahnstocher wurden einige Zellen abgenommen und in 200ul
sterilem H,O resuspendiert. Nach Zugabe von 3pul B-Glucuronidase und 10min Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Suspension in einem waagerechten Strich vorsichtig auf einer
YPD-Platte verteilt. Tetraden wurden mit Hilfe eines Mikromanipulators isoliert und die vier
Sporen systematisch auf der Agar-Platte abgelegt. Nach 2-4 Tagen Inkubation bei 30°C

wurden die Sporklone isoliert und auf ihre Eigenschaften hin untersucht.

2.2.4.4 Deletion und Manipulation von Genen in S. cerevisiae nach
Longtine et al. (1998)

Die Deletion von Genen in S. cerevisiae erfolgte nach der Methode von Longtine et al.
(1998). Hierzu wurden Oligonukleotidpaare generiert, deren 5°-Ende ca. 50-60 Nukleotide
beinhaltete, die der Sequenz vor dem Startcodon (F1-Oligo) oder hinter dem Stopcodon (R1-
Oligo) des zu deletierenden Genes entsprach. Das 3"- Ende dieser Oligonukleotide wurde so
gewadhlt, dass eine Amplifikation der in Longtine et al. beschriebenen Deletionskassette im
Plasmid pFA-6a-His3-MX6 ermdglicht wurde. Durch Transformation von Hefezellen mit den
so erzeugten linearen PCR-Produkten kam es dann durch homologe Rekombination zu einem
Austausch der genetischen Information am gewtinschten Lokus. In &hnlicher Weise wurden
die offenen Leserahmen (ORF) von Genen am 3"-Ende mit einer fiir ein Epitop kodierenden
Sequenz fusioniert. Hier wurde ein Oligonukleotid so gewahlt, dass dessen 5°- Ende der
Sequenz direkt vor dem Stopcodon (F2-Oligo) entsprach. Durch homologe Rekombination

fand so eine Integration des linearen PCR-Produkts am 3"-Ende des gewiinschten ORF statt.
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2.2.4.5 Analyse des Wachstums von S. cerevisiae-Stammen durch serielle Verdinnung

Zur Analyse des Wachstums verschiedener Stamme von S. cerevisiae wurden Zellen Uber
Nacht in Flussigkulturen angezogen. Aus diesen Kulturen wurden verschiedenen
Verdunnungen in Mikrotiterplatten in folgenden Stufen angesetzt: 5000 Zellen pro pl, 1000
Zellen pro pl, 200 Zellen pro ul, 40 Zellen pro pl, 8 Zellen pro pl. Aus jeder Verdiinnung
wurde je 1ul auf die gewilnschten Nahrmedien aufgebracht. Die Anzucht erfolgte fur 2-4

Tage unter den im jeweiligen Experiment angegebenen Bedingungen.

2.2.4.6 Anlage von Dauerkulturen von E. coli und S. cerevisiae

Zur langerfristigen Lagerung wurden Flussigkulturen von Hefe- und Bakterienstdmmen mit
sterilem 75%igem Glycerin auf eine Endkonzentration von 25% Glycerin eingestellt und bei
-80°C tiefgefroren. In diesem Zustand sind Kulturen fir mehrere Jahre haltbar und kénnen

durch Ausstreichen auf entsprechende Medien (LB oder YPD) reanimiert werden.



Ergebnisse 45

3  Ergebnisse

3.1 Analyse der Autoregulation der Menge aktiver Proteasomen in

Abhangigkeit von der proteasomalen Aktivitat

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit waren Untersuchungen zur Ubiquitin-vermittelten
Proteolyse (engl. Ubiquitin mediated proteolysis, UMP) in der Hefe Saccharomyces
cerevisiae. Durch ein genetisches ,,Screening®-Verfahren wurden Mutanten identifiziert, die
zur Stabilisierung artifizieller Testsubstrate des Ubiquitin-Proteasomsystems fithrten (Ramos
et al., 1998); Keck, 1999; London, 2004). Drei dieser fiinf sogenannten ump-Mutationen
betrafen Untereinheiten des 26S-Proteasoms (ump2=pupl (B2), umpd=pred (B4) und
ump5=rpt3), eine betraf den Proteasom-spezifischen Reifungsfaktor Umpl, die fiinfte
Mutation betraf das Deubiquitylierende Enzym Doa4 (ump3).

Vorausgegangene Arbeiten charakterisierten die Funktionen der so identifizierten
Komponenten und die Auswirkungen der Mutationen. Das Fehlen des Ump1-Proteins fiihrte
zu einer starken Reduktion der Menge aktiver Proteasomen durch Beeintrdchtigung von
Assemblierungs- und Reifungsschritten (Ramos et al., 1998). Die Mutationen ump2 (pupl-2
— Pupl-A130E) und ump4 (pre4-3 — Pre4-S224Y) beeintrachtigten die Reifung und somit
die Aktivitit des Proteasoms. Dariiber hinaus war in der ump4-Mutante auch die
Assemblierung von 20S-Proteasomen gestort (Keck, 1999). Die ump3 (doad)-Mutation fiihrte
zu einer Reduktion der Menge freien Ubiquitins in der Zelle (Keck, 1999; London, 2004;
sieche Kap. 1.1.2). In der ump5 (rpt3)-Mutante lag eine Mutation im Promotor des RPT3-Gens
vor, die zu einer verringerten Expression dieses Gens fiihrte und damit die Menge aktiver
26S-Proteasomen begrenzte (Keck, 1999).

Die Analyse dieser Mutanten ermoglichte nicht nur Einblicke in die Funktion der
betroffenen Proteine, sondern fiihrte auch zu der Beobachtung, dass eine Beeintridchtigung der
proteasomalen Aktivitdt zu einer erhohten Transkription proteasomaler Gene fiihrt (Ramos et
al., 1998); Keck, 1999). Die Analyse dieses Riickkopplungsmechanismus, der die Menge

aktiver Proteasomen in der Zelle reguliert, ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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3.1.1 Der Transkriptionsfaktor Rpn4 ist ein zentraler Regulator der Biogenese des

Proteasoms

Wie oben beschrieben 16st die Beeintrachtigung der proteasomalen Aktivitdt ein Signal
aus, das zu einer verstirkten Transkription von Genen fiihrt, die fiir proteasomale
Untereinheiten kodieren. Dieses Signal muss also einen Einfluss auf die Menge oder Aktivitat
eines fiir proteasomale Gene spezifischen Transkriptionsfaktors ausiiben. Fiir das Protein
Rpn4 (auch als Sonl oder Ufd5 bezeichnet; (Nelson et al., 1993; Johnson et al., 1995) wurde
in der Hefe eine Funktion als proteasomspezifischer Transkriptionsfaktor beschrieben
(Mannhaupt et al., 1999). Zuvor konnte Rpn4 bereits eine Funktion im Ubiquitin-vermittelten
Proteinabbau zugewiesen werden, da eine Mutation des RPN4-Gens zur Stabilisierung von
Modellsubstraten des Proteasoms fiihrte (Johnson et al., 1995). Es konnte aulerdem gezeigt
werden, dass Rpn4 mit dem Proteasom assoziiert ist (Fujimuro et al., 1998), weshalb es auch
als Untereinheit des 19S-Komplexes (Regulatory Particle Non-ATPase) bezeichnet wurde
(Finley et al., 1998). Diese Eigenschaften machten Rpn4 zu einem geeigneten Kandidaten fiir

eine wichtige Funktion in der Autoregulation des Proteasoms.
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Abb. 4 Analyse der Expression proteasomaler Gene in verschiedenen ump-Mutanten

(A) Die Transkriptmenge des PRE8-Gens wurde in rpn4A- und ump-Mutanten durch Northern-Blot analysiert.
(B) Quantifizierung der Signale mit Hilfe des Biolmaging Analyzers Fuji BAS1500. Die mRNA-Menge wurde
auf die Menge der ACT1-mRNA in jeder Probe normalisiert.

Die Analyse der Transkriptmenge eines proteasomalen Gens zeigt deutlich die Induktion
der Genexpression (hier am Beispiel der mRNA des PRE8-Gens) bei beeintrachtigter
proteasomaler Aktivitdt in den Mutanten umpl - ump5. Im Gegensatz dazu bewirkt die
Deletion von RPN4 eine Verringerung der Menge der PRES-mRNA auf ca. 65% des Wertes
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in Wildtypzellen. Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit der beschriebenen Funktion
von Rpn4 in der basalen Transkription der Gene proteasomaler Untereinheiten (Mannhaupt et
al., 1999). Um zu priifen, ob Rpn4 auch eine Funktion in der Regulation der Menge aktiver
Proteasomen in Abhédngigkeit von der gesamten proteasomalen Aktivitdt besitzt, wurde die
Auswirkung der Deletion des RPN4-Gens in den Mutanten ump2 und ump4 untersucht. Die
Transkriptmenge verschiedener Proteasomuntereinheiten wurde in Wildtyp-Zellen und ump-

Mutanten in An- und Abwesenheit von Rpn4 verglichen (Abb. 5).
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Abb. 5 Einfluss der Deletion von RPN4 auf die Induktion der Genexpression in ump-Mutanten

(A) Analyse der Transkriptmenge von PRE1, PRE2 und PRES8 durch Northern-Blot und (B) Quantifizierung der
Signale mit Hilfe des Biolmaging Analyzers Fuji BAS1500. Die mRNA-Menge wurde auf die Menge der ACT1-
mRNA in jeder Probe normalisiert.

Wie Abb. 5 zeigt, verhindert die Deletion von RPN4 die Induktion der Genexpression in
ump-Mutanten vollstdndig. Die Transkriptmenge in den ump/rpn4A-Doppelmutanten
entspricht dem in der rpn4A-Mutante. Rpn4 ist somit ein wichtiger Bestandteil des
Regulationsmechanismus, der die Menge aktiver Proteasomen kontrolliert.

Vergleicht man die Transkriptmengen in der rpn4A-Mutante mit der im Wildtyp, so
erkennt man, dass die basale mRNA-Menge der untersuchten Gene unterschiedlich stark von
Rpn4 abhingig ist. Wéhrend fiir PRE1 kein Unterschied detektiert wurde, so ist die Menge
der PRE2-mRNA um ca. 20%, die von PRE8 um ca. 35% reduziert.
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Rpn4 bindet an die so genannte PACE-Sequenz (Proteasome Associated Control Element,
Sequenz: GGTGGCAAA) in den Promotoren verschiedener Gene. Neben den Genen fiir
Proteasomuntereinheiten besitzen auch andere Gene fiir Komponenten des Ubiquitinsystems
und Gene, deren Produkte keine Funktion im Ubiquitin-System ausiiben, eine PACE-Sequenz
in der Promotorregion (Mannhaupt et al., 1999). Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick

uber eine Auswahl dieser Gene.

Gen

Funktion des Genprodukts

RPT1-RPT6
RPN1, 2,3,5,6,9, 11, 12

SCL1, PRES8, PRE9, PRE6, PUP2,
PRES5, PRE10

PRE3, PUP1, PUP3, PRE1, PREZ,
PRE7, PRE4

UBA1, UBI4

CDC48

CCT6

PIM1

ECM12, ECM29, GSF2
CEG1, FIR1, NAB2
PDI1

YHM1

RAD50, RAD511

YAP1

AAA-Proteine des 19S-Komplexes des 26S-Proteasoms
Non-ATPase-Untereinheiten des 19S-Komplexes

a-Untereinheiten des 20S-Proteasoms

B-Untereinheiten des 20S-Proteasoms

Ubiquitin-System

AAA-Protein, Zellteilung, Membranfusion
Untereinheit des cytosol. Cet-Chaperonins
mitochondriale AAA-Protease (homolog zu Lon)
Zellwandsynthese

mRNA-Stabilitdt und -prozessierung
Protein-Disulfid-Isomerase im ER
mitochondrialer GTP/GDP-Transporter
DNA-Reparatur

Transkriptionsfaktor, benétigt fiir Stress-Antwort

Tab. 1 Hefegene, deren Promotoren eine PACE-Sequenz enthalten (nach Mannhaupt et al., 1999).
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3.1.2 Phé&notypische Charakterisierung von RPN4

Die Deletion von RPN4 in ump-Mutanten fuhrt zu synthetischen Wachstumsdefekten

Mutationen, die die Funktionen des Ubiquitin/Proteasom-Systems beeintrichtigen, zeigen
héufig leicht detektierbare phianotypische Auswirkungen. So zeigten z.B. die Mutanten ump1l,
ump2, ump3 und ump4 bereits unter normalen Wachstumsbedingungen (30°C) ein
verlangsamtes Wachstum. Eine Erhohung der Wachstumstemperatur oder die Zugabe
bestimmter Chemikalien, z.B. von Cadmiumchlorid oder des Argininanalogons Canavanin,
fithrten zu einer verstirkten Auspragung dieser Defekte. Unter diesen Umstinden kommt es
zu einer Anhdufung abnormer Proteine, die normalerweise durch das Proteasom beseitigt
werden. Alle fiinf ump-Mutanten zeigten deutliche Wachstumsdefekte unter diesen
Bedingungen. Um die Funktion von Rpn4 weiter zu charakterisieren, wurde die Auswirkung
der Deletion des RPN4-Gens auf das Wachstum von Zellen untersucht, die Mutationen in den

Genen UMP1, UMP2 oder UMP4 trugen.

30°C CdCly Canavanin

ump1
ump2
ump3
ump4
ump5

pn4-A
ump2
rpn4-A ump?2
ump4

rpn4-A ump4

Abb. 6 Wachstumsanalyse von ump-Mutanten und ump/rpn4A-Doppelmutanten

Zellen aus einer Ubernachtkultur wurden in geeigneten Verdiinnungen auf YPD- oder SD-Agar aufgetropft und
fiir 2-4 Tage inkubiert. Wenn angegeben, wurden dem Medium 30uM CdCl, oder 0,8pg/ml (oben) bzw.
0,5ug/ml (unten) Canavanin zugesetzt.
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Die Wachstumsanalyse in Abb. 6 zeigt, dass die Deletion von RPN4 im ump2- und ump4-
Hintergrund zu synthetischen Wachstumsdefekten fiihrte, die die beobachteten Phinotypen
noch verstirkten. Bereits bei 30°C konnte auf Vollmedium ein deutlich verlangsamtes
Wachstum festgestellt werden. Bei erhohten Temperaturen und bei Zugabe von CdCl, oder
von Canavanin trat dies noch deutlicher hervor. Die Deletion von RPN4 in Wildtypzellen
bewirkte lediglich eine leichte Verlangsamung des Wachstums in Anwesenheit von
Cadmiumchlorid und bei erhohter Temperatur.

In Zellen, die eine Mutation im UMP1-Gen trugen, konnte eine Deletion von RPN4 durch
Transformation und anschlieBende Rekombination eines linearen DNA-Fragmentes nicht
erreicht werden. Dies deutete auf eine besonders starke synthetische Wirkung beider
Mutationen hin. Um dies zu untersuchen, wurde durch Kreuzung zweier haploider Stdmme,
die eine Deletion des UMP1- oder des RPN4-Gens aufwiesen, ein diploider Stamm erzeugt.
Die Analyse von Tetraden aus diesen heterozygot diploiden Ausgangszellen ergab, dass beide
Deletionen synthetisch letal wirkten. Es konnten keine lebenden Sporklone isoliert werden,

die beide Deletionen enthielten (Abb.7).

ump1-A X rpnd-A

30°C

rpnd-A

rpnd-A pre4-AC19 |

NPD PD T
Abb.7 Die Deletionen von UMP1 und RPN4 Abb.8 Eine erhdhte Menge aktiver

sind synthetisch letal Proteasomen maskiert die Effekte der

Tetradenanalyse des diploiden Stammes ML3
(UMP1/umplA::HIS3 RPN4/rpn4A::LEU2). Die
Inkubation erfolgte fiir 3 Tage bei 30°C. NPD:
nicht-parentaler Dityp; PD: parentaler Dityp; T:

pre4-AC19-Mutation

Zellen aus einer Ubernachtkultur wurden in
geeigneten  Verdiinnungen auf YPD-Agar
aufgetropft und fiir 2 Tage bei 30°C inkubiert.

Tetratyp.

Da eine erniedrigte proteasomale Aktivitét zu einer erhdhten Neubildung von Proteasomen
fiihrt, kdnnten eventuell durch Mutationen bedingte phinotypische Defekte ganzlich maskiert
werden. Ein solcher Effekt konnte fiir die pre4-AC19-Mutation beobachtet werden, die unter
normalen Bedingungen keine auffilligen Wachstumsnachteile hervorruft. Sie beeintrachtigt

die Assemblierung des 20S-Proteasoms und fiihrt zu einer Verringerung der post-azidischen
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Aktivitit (Ramos et al., 2004). Die Kombination mit einer Deletion von RPN4 fiihrte zu
einem stark ausgeprigten Wachstumsdefekt (Abb. 8) und zeigte die tatsdchlichen

Auswirkungen der pre4-AC19-Mutation auf die Funktion des Proteasoms.

Die Deletion von RPN4 fuhrt zu einer Verringerung der konstitutiven Menge aktiver

Proteasomen

Um den Einfluss der von Rpn4 kontrollierten basalen Transkription auf die Gesamtmenge
aktiver Proteasomen zu bestimmen, wurde die chymotryptische Aktivitdt im Rohextrakt von
Wildtyp- und rpnd4A-Zellen gemessen. Wie Abb. 9 zeigt betrdgt die chymotryptische Aktivitét
in Abwesenheit von Rpn4 nur ca. 50% der Aktivitit in Wildtyp-Zellen. Umso erstaunlicher ist
es, dass die Deletion von RPN4 alleine nur sehr schwache Wachstumsdefekte hervorruft unter
Bedingungen, die das Wachstum der ump-Mutanten deutlich beeintrdchtigen (siche Abb. 6).
Bei erhohten Temperaturen und in Anwesenheit von CdCl, wurde eine leichte Erniedrigung
der Wachstumsrate festgestellt, wiahrend auch hohere Konzentrationen von Canavanin keine
Auswirkungen zeigten (Daten nicht gezeigt). Eine auf etwa 50% reduzierte Menge aktiver

Proteasomen reicht also aus, um mit den untersuchten Stressfaktoren zurecht zu kommen.

Abb. 9 Die Deletion von RPN4 fuhrt zu einer
Erniedrigung der proteasomalen Aktivitat
Bestimmung der chymotryptischen Aktivitdt in
Rohextrakten aus Wildtyp- (YPHS500) und rpn4A-
Zellen (MLS). Die Aktivitdt im Rohextrakt (U/mg
Gesamtprotein) wurde im Verhéltnis zur Aktivitit in
Wildtyp-Extrakten (=100%) berechnet.

Dargestellt ist das Ergebnis aus vier unabhingigen
Messungen. Die  Fehlerbalken geben die
Standardabweichung wieder.

chymotryptische Aktivitat

wt  rpnd-A

Um die Auswirkungen dieser Reduktion der Menge aktiver Proteasomen auf die
Stabilisierung von Modellsubstraten zu untersuchen, wurden Zellen der Stamme YPHS500
(wt) und ML5 (rpn4A) mit den Plasmiden pBA2 und pBA3 transformiert. Das Plasmid pBA3

enthilt ein Gen, das fiir eine modifizierte Form des fiir die Uracilbiosynthese benétigten
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Ura3-Proteins kodiert. Diese modifizierte Form besitzt einen Arginin- anstelle eines
Methioninrestes am N-Terminus, und wird deshalb durch den ,,N-end-rule“-Weg ubiquityliert
und abgebaut. Das Plasmid pBA2 kodiert fiir die stabile Variante dieses Proteins mit
Methionin am N-Terminus und dient als Kontrolle. Beide Gene stehen unter der Kontrolle des
CUP1-Promotors, dessen Expressionsstiarke durch Zugabe von Kupferionen induziert werden
kann. Die Analyse des Wachtumsvermogens der transformierten Stimme auf
Minimalmedium ohne Uracil erlaubt Riickschliisse auf die Stabilitdt des Ura3-Proteins. Wie
Abb. 10 zeigt, waren bei schwacher Expression des URA3-Gens nur geringe Unterschiede
zwischen dem Wildtyp und der rpn4-Deletionsmutante zu erkennen. Erst bei starker
Expression durch Zugabe von Kupferionen wurde ein signifikanter Anteil des Ura3-Proteins
in der Deletionsmutante stabilisiert, die Zellen zeigten ein deutliches Wachstum. Hingegen
verbesserte sich das Wachstum der Wildtypzellen kaum. Dies zeigt, dass die Reduktion der
Menge aktiver Proteasomen auf ca. 50% des normalen Wertes keine deutliche Stabilisierung
des Modellsubstrates Arg-Ura3 bewirkt. Erst durch eine erhohte Genexpression fiihrt die
leicht verldngerte Halbwertszeit des Arg-Ura3-Proteins dazu, dass die Zellen uracilprototroph

werden.

SD -Trp SD -Trp -Ura SD -Trp -Ura +200uM Cu2*
Met-Ura3 ". ® & »

wt
Arg-Ura3 { B T T 3
Met-Ura3 [l B T B

pn4-A
Arg-Ura3 . @ 2 <

Abb. 10 Einfluss der Deletion von RPN4 auf die Stabilitat des Modellsubstrats Arg-Ura3

Zellen der Stimme YPHS500 (wt) und ML5 (rpn4A::HIS3-MX6) wurden mit den Plasmiden pBA2 bzw. pBA3
transformiert. Zellen aus einer Ubernachtkultur wurden in geeigneten Verdiinnungen auf SD-Agar aufgetropft
und fiir 3 Tage bei 30°C inkubiert. Wenn angegeben, wurden dem Medium 200uM Kupfersulfat zugesetzt.
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3.1.3 Die Expression von Ubiquitin wird von Rpn4 kontrolliert

Neben Mutationen, die direkt die Aktivitit des Proteasoms betrafen, konnte durch die
Suche nach ump-Mutanten eine Mutation im DOA4-Gen identifiziert werden, das flir ein
deubiquitylierendes Enzym kodiert. Durch die als ump3 bezeichnete Mutation wird in der
Zelle keine aktive Form des Doa4-Proteins gebildet (Keck, 1999). Dieses ist normalerweise
am Recycling des Ubiquitins beteiligt. Es ist mit dem Proteasom assoziiert und spaltet
Ubiquitinketten von Substratproteinen ab, bevor diese durch das Proteasom abgebaut werden.
Es konnte gezeigt werden, dass in Abwesenheit von Doa4 das Ubiquitin zusammen mit dem
Substratprotein durch das Proteasom abgebaut wird, was zu einer starken Verringerung der
Menge an freiem Ubiquitin in der Zelle fiihrt (Papa und Hochstrasser, 1993; Papa et al., 1999;
Swaminathan et al., 1999). Eine verstirkte Expression von Ubiquitin fiihrt zu einer
Suppression der Phanotypen von ump3 (Keck, 1999; London et al., 2004).

In Stresssituationen ist vor allem das UBI4-Gen fiir die Expression ausreichender
Ubiquitinmengen verantwortlich (sieche Kap. 1.1.1). Da das UBI4-Gen im Promotorbereich
eine PACE-Sequenz aufweist, stellte sich die Frage, welche Rolle Rpn4 fiir die Expression
von Ubiquitin spielt, und wie sich die Deletion von RPN4 auf das Wachstum der ump3-

Mutante auswirkt.

A B
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Abb. 11 Die Beeintrachtigung der proteasomalen Aktivitat fihrt zu einer erhéhten UBI4-Transkription
(A) Analyse der Transkriptmenge von UBI4 und ACT1 durch Northern-Blot und (B) Quantifizierung der
Signale. Nach der Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde wurden die Signale mit Hilfe des
Biolmaging Analyzers Fuji BAS1500 ausgewertet und quantifiziert. Die mRNA-Menge wurde auf die Menge
der ACT1-mRNA in jeder Probe normalisiert.
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Die Beeintrachtigung der proteasomalen Aktivitit bewirkt eine starke Induktion der
Transkription des UBI4-Gens (Abb. 11). Im Gegensatz zur Transkription des PRES-Gens
fiihrt die ump3-Mutation hier ebenfalls zu einer starken Induktion (vergleiche Abb. 4).

Analog zu der in Abb.5 gezeigten Analyse wurde die Auswirkung der Deletion des RPN4-
Gens im ump2- oder ump4-Hintergrund auf die Transkription des UBI4-Gens untersucht.
Auch hier fiihrt die Deletion von RPN4 zu einer Verringerung der Induktion der UBI4-
Transkription, allerdings wird die Induktion nicht génzlich unterbunden (Abb. 12). Dies zeigt,

dass zumindest ein Teil der verstirkten UBI4-Transkription durch Rpn4 gesteuert wird.

>
w

_ 6
{.\b(b {\b(b ()] 2
> o
R > 5
¢ & F > ‘B
& )7
- - - UBI4 mRNA c 3 / 3 7
2’ 2 0 0 1 ;_
B R | ACTImRNA & 4 : : /-
2 A 4 0 0 K 7
wt ump2  ump4 ump2  ump4

mn4-A mn4-A  pn4-A

Abb. 12 Die Expression von UBI4 wird zum Teil durch Rpn4 kontrolliert

(A) Analyse der Transkriptmenge von UBI4 und ACT1 in ump- und ump/rpn4A-Doppelmutanten durch
Northern-Blot und (B) Quantifizierung der Signale mit Hilfe des Biolmaging Analyzers Fuji BAS1500. Die
mRNA-Menge wurde auf die Menge der ACT1-mRNA in jeder Probe normalisiert.

Die Menge an freiem Ubiquitin ist in der ump3-Mutante stark erniedrigt (Keck, 1999,
London et al., 2004). Eine Reduktion der Ubiquitinexpression durch Deletion von RPN4
konnte hier zu starken synthetischen Wachstumsdefekten fiihrt. Die Analyse des Wachstums
von ump3/rpn4A-Doppelmutanten zeigte jedoch, dass die Deletion von RPN4 zu einer
leichten Suppression der Temperatursensitivitit der ump3-Mutante fiihrte (Abb. 13). Eine

mogliche Erkldrung hierfiir ist, dass die Deletion von RPN4 zwar zu einer Erniedrigung der
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Ubiquitinexpression, zugleich jedoch auch zu einer Verringerung der Menge aktiver

Proteasomen fiihrt. Die dadurch verringerte proteasomale Aktivitidt bewirkt, dass weniger

Ubiquitin durch das Proteasom abgebaut wird. Die Erniedrigung der proteasomalen Aktivitét

verschiebt also die Balance zwischen Ubiquitinrecycling und Ubiquitinabbau, so dass die

Temperatursensitivitit der ump3-Mutante supprimiert wird. Ein &hnlicher Effekt konnte

beobachtet werden, wenn die umpl-Mutation mit der ump3-Mutation kombiniert wurde

(London et al., 2004).

pn4-A

ump3

pn4-A ump3

Abb. 13

30°C

37°C

Die Deletion von RPN4 supprimiert die Temperatursensitivitdit der ump3-Mutante

Wachstumsanalyse von ump3-Mutanten und ump3/rpn4A-Doppelmutanten. Zellen aus einer Ubernachtkultur
wurden in geeigneten Verdiinnungen auf YPD-Agar aufgetropft und fiir 3-4 Tage bei 30 bzw. 37°C inkubiert.

Abb. 14  Ubiquitinhomo-
ostase in  Wildtyp und
ump-Mutanten

Analyse der Menge poly-
ubiquitylierter Substrate und
von freiem Ubiquitin (A) in
Wildtyp und ump-Mutanten und
(B) in Arpn4, ump3 und
Arpn4/ump3-Mutanten  durch
Anti-Ubiquitin-Western-Blot.
Zur Detektion freien Ubiquitins
wurden Proteine aus dem
unteren Teil des Gels fiir 10min
auf eine Membran {iibertragen.
Die Ubertragung ~ hoch-
molekularer Proteine erfolgte in
60min.
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Wie Abb.14 zeigt, fithrte die Beeintrachtigung der proteasomalen Aktivitit in den

Mutanten umpl, ump2 und ump4 zu einer Anhdufung ubiquitylierter Substratproteine,
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wihrend gleichzeitig die Menge an freiem Ubiquitin erniedrigt ist. In der ump3-Mutante
hingegen fiihrt die Mutation des DOA4-Gens zu einer Abnahme ubiquitylierter Substrate bei
gleichzeitiger Reduktion freien Ubiquitins. Die Deletion des RPN4-Gens wirkt sich dhnlich
aus wie die Mutationen in UMP1l, UMP2 und UMP4. Man erkennt eine Anhdufung
ubiquitylierter Proteine und eine Absenkung der Menge freien Ubiquitins. Die Kombination
der ump3-Mutation mit der Deletion des RPN4-Gens fiihrt zu einer Riickkehr sowohl der
Ubiquitinmenge als auch der Menge der Ubiquitinkonjugate auf das Niveau des Wildtyps
(Abb. 14 B).

3.1.4 Rpn4 ist ein Substrat des Proteasoms

Ein Modell der Regulation der Menge aktiver Proteasomen in Abhédngigkeit von der
insgesamt vorliegenden proteasomalen Aktivitit impliziert einen Mechanismus zur Detektion
dieser Aktivitit und die Ubertragung eines Signals, das die Transkription der Zielgene steuert.
Eine denkbare Moglichkeit, die Aktivitit des Proteasoms mit der Expression proteasomaler
Gene zu korrelieren, wire, die Aktivitit oder die Menge des Transkriptionsfaktors Rpn4
durch einen Proteasom-abhédngigen Mechanismus zu kontrollieren. Wird die Aktivitdt oder
die Menge von Rpn4 durch ein Substrat des Proteasoms kontrolliert, so ergébe sich ein
negativer ,,Feedback“-Regulationszyklus. Die Reduktion der proteasomalen Aktivitdt wiirde
eine Erhohung der Proteasom-Genexpression bewirken. Im einfachsten Fall wére Rpn4 selber
ein Substrat des Proteasoms und somit direkt von der Gesamtaktivitit des proteasomalen
Proteinabbaus in der Zelle abhéngig.

Zur Untersuchung ob und wie die Menge von Rpn4 durch das Proteasom kontrolliert wird,
wurden Wildtyp-Hefezellen und ump-Mutanten dahingehend modifiziert, dass der
genomische Lokus des RPN4-Gens fiir eine C-terminal epitopmarkierte Variante kodiert.
Durch Western-Blot wurde anschlieend die Menge und die Stabilitidt von Rpn4 untersucht.
Wie das in Abb. 15 gezeigte Ergebnis verdeutlicht, ist die absolute Menge von Rpn4 in Zellen
mit defekter proteasomaler Aktivitit erhoht. Die beispielhafte Untersuchung der Stabilitit von
Rpn4 in umpl- und ump2-Mutanten ergab, dass eine Beeintrdchtigung des Proteinabbaus
durch das Proteasom direkt zu einer Stabilisierung von Rpn4 fiihrt (Abb. 16). Dieses Ergebnis

zeigt, dass Rpn4 selber ein Substrat des Proteasoms ist.
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N & & Qb‘ Q(o Abb. 15 Steady-state Level von Rpn4-ha

Samm ¢ © © & & K in Wildtyp und ump-Mutanten
40pg Gesamtprotein aus Rohextrakten der
Rpn4-ha - — — — e angegebenen Stdmme wurden durch SDS-

PAGE aufgetrennt und im Western-Blot mit
Hilfe von Anti-HA-Antikorpern detektiert.
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Abb. 16 Defekte im proteasomalen Abbau fiihren zu einer Stabilisierung von Rpn4

(A) Nach Zugabe von 100pg/ml Cycloheximid zu einer Kultur exponentiell wachsender Hefezellen wurden zu
den angegebenen Zeitpunkten Proben entnommen. Nach Extraktion der Proteine wurden diese durch SDS-PAGE
aufgetrennt und nach Western-Blot mit Hilfe von anti-ha-Antikérpern detektiert. (B) Quantifizierung der in (A)
gezeigten Ergebnisse. (Beachte die unterschiedlichen Entnahme-Zeitpunkte fiir Wildtyp und ump-Mutanten.

Interessanterweise iibte die Mutation im UMP3-Gen keinen Einfluss auf die Gesamtmenge
von Rpn4 aus. Da in dieser Mutante das Proteasom nicht beeintrichtigt ist, sondern durch die
Erniedrigung der Ubiquitinmenge die Ubiquitylierung von Substratproteinen gestort war,
deutete dieses Ergebnis darauthin, dass Rpn4 in einem Ubiquitin-unabhédngigen Schritt durch
das Proteasom abgebaut wird, dhnlich wie dies fiir die Ornithindecarboxylase (Odc)
beschrieben ist (Murakami et al., 1992). Ein solcher Ubiquitin-unabhéngiger Mechanismus
wurde auch fiir Rpn4 vorgeschlagen, da eine Mutation des Ubiquitin-aktivierenden Enzyms
(Ubal) keinen FEinfluss auf die Stabilitit von Rpn4 ausiibte (Xie und Varshavsky, 2001).
Neuere Untersuchungen zeigten jedoch, dass Rpn4 sowohl durch einen Ubiquitin-abhédngigen
als auch durch einen Ubiquitin-unabhingigen Mechanismus abgebaut wird (Ju und Xie,
2004). Hierbei ist der N-Terminus des Proteins fiir den Ubiquitin-unabhéngigen Mechanismus
wichtig, wihrend einer der 11 Lysinreste innerhalb der 229 N-terminalen Aminosdurereste fiir
die Ubiquitylierung benutzt wird. Eine Blockierung des N-Terminus durch Fusion mit einem
als Epitop dienenden Peptid verhinderte den Ubiquitin-unabhéngigen Abbau (Ju und Xie,
2004). Diese publizierten Daten konnten hier bestitigt werden. Der Abbau von Rpn4 ist in der
ump3-Mutante, in der die Ubiquitylierung beeintrachtigt ist, nicht merklich reduziert. Erst die
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Blockierung des N-Terminus des Rpn4-Proteins mit einem Flag-Epitop fiihrte zu einer
deutlichen Stabilisierung (Abb. 17). Dagegen ist in Wildtypzellen kein Unterschied zwischen
dem Abbau von Rpn4-ha und Flag-Rpn4-ha zu erkennen.

A Stamm Wildtyp ump3
Konstrukt Rpn4-ha Flag-Rpn4-ha| Rpn4-ha Flag-Rpn4-ha
Zeit[min] | O 5 10| 0 5 10| 0 5 10 0 5 10
Flag-Rpn4-ha

Rpn4-ha
Abb. 17 Analyse des Abbaus von Rpn4 und B 100
Flag-Rpn4 in Wildtyp und umpS-Mujcar'lte . ‘-\‘ -, = wt Rpnd-ha
Nach Zugabe von 100pg/ml Cycloheximid zu einer o wt Flag-Rpn4-ha
Kultur exponentiell wachsender Hefen wurden zu

H pt e ump3 Rpn4-ha

den angegebenen Zeitpunkten Proben entnommen. 5 10
(A) Die Proteine wurden nach Extraktion durch < ——————10o— © ump3 Flag-Rpnd-ha
SDS-PAGE aufgetrennt und nach Western-Blot mit
Hilfe von anti-ha-Antikorpern detektiert. (B)
Quantifizierung der Signale. 0 5 10 t{min]

Durch Zugabe des Argininanalogons Canavanin wird die Zelle mit einer grolen Menge
falsch gefalteter und abnormer Proteine konfrontiert. Ist die Proteasomkapazitét iiberschritten,
so hédufen sich Substratproteine an. Es kommt zu einer Inhibition wichtiger zelluldrer
Funktionen und in der Folge zu einer Einschrinkung der Lebensfahigkeit der Zelle. Um die
Auswirkungen dieser Stressbedingung auf das Rpn4-Protein zu analysieren, wurde dessen
Menge und Stabilitdt in Anwesenheit von Canavanin untersucht. Eine exponentiell wachsende
Kultur von Hefezellen (Stamm ML26-2B) wurde mit 1,5ug/ml Canavanin versetzt, wobei ein
Teil der Kultur zur Kontrolle unbehandelt blieb. Wie Abb. 18 zeigt, konnte bereits nach
15min ein deutlicher Anstieg der Rpn4-Menge beobachtet werden. Nach 30min hatte die
Menge an Rpn4 bereits etwas abgenommen und erreichte nach 60min wieder ihren
urspriinglichen Wert. Dies zeigt, dass eine sehr rasche Reaktion auf die Zugabe von
Canavanin erfolgte. Um zu kldren, ob dieser Anstieg der Rpn4-Menge tatséchlich durch einen
verringerten Abbau bewirkt wurde, wurde die Stabilitit von Rpn4 nach Zugabe von
Canavanin untersucht. Die Zugabe von Canavanin fiihrte zu einer leichten Stabilisierung von

Rpn4 (Abb. 19).
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Abb. 18 Einfluss der Anhaufung falsch gefalteter und abnormer Proteine auf die Menge von Rpn4

(A) Nach Zugabe von 1,5pug/ml Canavanin zu einer Kultur exponentiell wachsender Hefezen wurden zu den
angegebenen Zeitpunkten Proben entnommen. Nach Extraktion der Proteine wurden diese durch SDS-PAGE
aufgetrennt und nach Western-Blot mit Hilfe von anti-ha-Antikérpern detektiert. (B) Quantifizierung der in (A)
gezeigten Ergebnisse.
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Abb. 19 Die Zugabe von Canavanin fihrt zu einer Stabilisierung von Rpn4

(A) 10 min nach Zugabe von 1,5pg/ml Canavanin zu einer Kultur exponentiell wachsender Hefen wurde die
Proteinsynthese durch Zugabe von 100pug/ml Cycloheximid gestoppt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden
Proben entnommen. Nach Extraktion der Proteine wurden diese durch SDS-PAGE aufgetrennt und nach
Western-Blot mit Hilfe von anti-ha-Antikorpern detektiert. (B) Quantifizierung der in (A) gezeigten Ergebnisse.

3.1.5 Isolierung von Mutationen, die zur Stabilisierung von Rpn4 fihren

Der Abbau von Rpn4 findet in der Hefezelle auf ungewdhnliche Weise statt und schlief3t
Ubiquitin-abhéngige und -unabhingige Mechanismen ein (Xie und Varshavsky, 2001).
Invitro interagiert Rpn4 direkt mit Rpn2, einer Komponente des 19S-Komplexes. Diese
direkte Interaktion konnte die Ursache dafiir sein, dass eine Ubiquitylierung fiir den Abbau
nicht bendtigt wird. Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass ein N-terminales Fragment von

Rpn4 (ca. 150 Aminosduren) als transferierbares Degron funktionieren kann. Deletiert man
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dieses Fragment, so ist der C-terminale Teil stabil, obwohl dieser weiterhin in vitro an Rpn2
bindet (Xie und Varshavsky, 2001). Dies legt den Schluss nahe, dass allein die Bindung an
das Proteasom fiir den Abbau von Rpn4 nicht hinreichend ist, sondern dass zuséitzliche
Schritte nétig sind. Es konnte sein, dass durch die Verkiirzung von Rpn4 dieses nicht mehr in
die Ndhe der zentralen Pore gelangt, die in das Innere des Proteasoms fiihrt, und daher nicht

effizient entfaltet werden kann.
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Abb. 20 Schematische Darstellung der genetischen Veranderungen der fiir den Screen verwendeten
Hefestdamme ML82 und ML83. Das Konstrukt P-CUP1-RPN4-URA3-T-CYC1 wurde durch homologe
Rekombination in den genomischen LEU2-Lokus integriert. Es kodiert fiir das Rpn4-¢*-ha-Ura3-Fusionsprotein.
Das Plasmid pJD531 enthdlt ein Gen, dass fiir ein Ubc2-Ub-R-His3-Fusionsprotein kodiert. Dieses
Fusionsprotein wird nach seiner Synthese und Faltung durch ein Ubp hinter der Ubiquitindoméine gespalten, so
dass ein His3-Protein mit einem Argininrest als N-terminalem Aminoséurerest entsteht. Dieses wird rasch durch
den so genannten ,,N-end-rule“-Weg abgebaut. Als Ausgangsstamm fiir diese genetische Modifikation wurden
die Stimme JD47-13C (MATa; leu2-1,112; trp1-A63; his3-1; ura3-52; lys2-801) und JD53 (MATa; leu2-1,112;
trp1-A63; his3-1; ura3-52; lys2-801; +pLYS2) benutzt.

Um die Frage zu beantworten, ob zusdtzliche Faktoren an der Erkennung von Rpn4 und
dessen Transport zum Proteasom beteiligt sind, wurde ein genetisches ,,Screening**-Verfahren
durchgefiihrt mit dem Ziel, Mutationen zu identifizieren, die zu einer Stabilisierung von Rpn4
filhren. Zu diesem Zweck wurde das 3’-Ende des RPN4-Gens mit dem 5’-Ende des URA3-
Gens fusioniert, so dass ein durchgehender Leserahmen entstand, der fiir ein Rpn4-Ura3-
Fusionsprotein  kodiert. Das RPN4-URA3-Fusionsgen wurde unter Kontrolle des

induzierbaren CUP1-Promotors in den genomischen LEUZ2-Lokus integriert. Der so
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modifizierte Hefestamm wurde auBlerdem mit einem Plasmid transformiert, auf dem ein
verandertes HIS3-Gen enthalten war. Dieses Gen kodiert fiir eine Variante des His3-Proteins,
die als ,,N-end-rule“-Substrat durch das Ubiquitin/Proteasom-System abgebaut wird. Parallel
wurden Stimme beider Paarungstypen benutzt, um so nach Isolierung der Kolonien schnell
eine Komplementationsanalyse durchfiihren zu konnen.

In einem ersten Schritt sollten aus einer groBen Zahl ausplattierter Zellen
uracilprototrophe Kolonien isoliert werden. Durch Analyse des Wachstums auf
Minimalmedium ohne Histidin sollte anschlieBend iiberpriift werden, ob Funktionen betroffen
waren, die spezifisch fiir den Abbau von Rpn4 sind, oder die allgemein die Funktion des
Proteasoms beeintrichtigen.

Aus insgesamt ca. 1x10° ausplattierten Zellen je Stamm konnten 160 uracilprototrophe
Kolonien mit Paarungstyp a und 180 uracilprototrophe Kolonien mit Paarungstyp a isoliert
werden. Alle Kolonien zeigten Wachstumsfahigkeit nach wiederholtem Ausstreichen auf SD-
Medium ohne Uracil. Durch Kreuzung gegen den Ausgangsstamm wurde zunichst auf
Dominanz bzw. Rezessivitit der Mutation getestet. Uberraschenderweise ergab dieser Test,
dass nur vier der isolierten Klone (alle mit Paarungstyp a) rezessiv waren, alle iibrigen jedoch
dominant. Diese untypisch hohe Zahl dominanter Klone deutete darauf hin, dass im Verlauf
der Selektion durch homologe Rekombination eine Trennung zwischen dem RPN4-Gen und
dem URAS3-Gen stattgefunden haben konnte, so dass die Zellen moglicherweise
uracilprototroph geworden waren, ohne dass eine Stabilisierung von Rpn4 vorlag. Aus diesem
Grund wurde die weitere Analyse auf die vier rezessiven Mutanten (im Folgenden als dor-
Mutanten (Degradation of Rpn4) bezeichnet) konzentriert. Diese vier dor-Mutanten zeigten
keine Histidinprototrophie, d.h. es kam nicht zu einer signifikanten Stabilisierung des
Arg-His3-Testsubstrats. Erste Wachstumsanalysen zeigten, dass die dor2-Mutante ein
deutlich verlangsamtes Wachstum aufwies, wiahrend die Mutanten dorl, dor3 und dor4 nur
ein leicht eingeschrinktes Wachstum aufwiesen. Zur weiteren Analyse der Mutationen wurde
eine Kreuzung gegen den Wildtypstamm JD53 durchgefiihrt. Durch eine anschlieende
Tetradenselektion sollte das mutierte Allel von der RPN4-URA3-Genkassette getrennt
werden. Die Analyse der Tetraden zeigte, dass nur fiir die Mutationen dor2 und dor3 eine
Kopplung zwischen der Mutation, die ein verlangsamtes Wachstum bewirkt, und der

Uracilprototrophie vorlag. Die beiden anderen Mutanten zeigten in der Tetradenselektion eine
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nicht mendelsche Aufspaltung dieser Phénotypen und wurden daher nicht weiter

beriicksichtigt.

SD -Leu SD -Leu -Ura 37°C 0,8 pg/ml Canavanin

wi !

ump1A
dor2
dor3

Abb. 21 Wachstumsanalyse der dor-Mutanten
Zellen aus einer Ubernachtkultur wurden in verschiedenen Verdiinnungen auf SD-Agar aufgetropft und fiir 3-4
Tage inkubiert. wt: ML82,  umplA: JD59 LEU2::Pcyp;-RPN4-ek-ha-URA3, umplA::HIS3.

Die Untersuchung der Wachstumseigenschaften der verbliebenen Mutanten dor2 und dor3
zeigten, dass die dor2-Mutation zwar generell einen Wachstumsdefekt verursacht, jedoch
nicht zu einer Hypersensitivitit gegeniiber hohen Temperaturen oder Canavanin fiihrt
(Abb. 21). Hingegen bewirkt die Mutation in dor3 bei 30° oder 37°C nur eine leichte
Verlangsamung des Wachstums, fiihrt jedoch zu einer starken Hypersensitivitit gegentiber
Canavanin. Zum Vergleich wurde das Konstrukt Pcyp;-RPN4-ek-ha-URA3 ebenfalls in den
Stamm JD59 (Mata, umplA::HIS3) integriert. Die Deletion von umpl fiihrt zu einer starken
Sensitivitdt gegeniiber erhohten Temperaturen und Canavanin, jedoch reicht die Stabilisierung
des Rpn4-Ura3-Testsubstrats nicht aus um zur Uracilprototrophie zu fiihren (siche auch Kap.
3.1.5).

Zur Untersuchung der Auswirkungen der Mutationen in DOR2 und DOR3 auf die
Stabilitit von Rpn4 wurden die entsprechenden Stimme mit Plasmiden transformiert, die fiir
Rpn4-ha bzw. fiir Flag-6His-Rpn4-ha kodierende DNA-Sequenzen enthielten. In
Wildtypzellen war nur ein geringer Unterschied zwischen der Stabilitdt der verschiedenen
Rpn4-Varianten zu beobachten (Abb. 22). Die dor2-Mutante zeigte hingegen eine deutliche
Stabilisierung des Rpn4-Proteins. Eine zusdtzliche Beeintrachtigung des ubiquitin-
unabhingigen Abbaus von Rpn4 durch N-terminale Fusion mit einem Flag-Epitop fiihrte hier
nicht zu einer stirkeren Stabilisierung (Daten nicht gezeigt). Dies deutete darauthin, dass
durch diese Mutation ein genereller Schritt im Abbau des Rpn4-Proteins beeintrachtigt sein
konnte, auf den beide Abbau-Mechanismen angewiesen sind.

Im Gegensatz dazu fiihrte die Mutation von DORS nur zu einer moderaten Stabilisierung

des Rpn4-ha-Proteins. Das zusdtzlich N-terminal mit einem epitopmarkierte Protein (Flag-
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Rpn4-ha) wurde jedoch deutlich stabilisiert. Dies deutete daraufhin, dass in der dor3-Mutante

der von Ubiquitin abhidngige Mechanismus des Rpn4-Abbaus gestort ist.

A
Stamm Wildtyp dor2 dor3
Konstrukt Rpn4-ha Flag-Rpn4-ha Rpn4-ha Rpn4-ha Flag-Rpn4-ha
Zeit[minj | O 5 10| 0O 5 10| 0 5 10| 0 5 10| 0 5 10

Flag-Rpn4-ha
Rpn4-ha

Abb. 22 Analyse des Abbaus von Rpn4 und Flag-
Rpn4 in Wildtyp und ump3-Mutante

Nach Zugabe von 100ug/ml Cycloheximid zu einer
Kultur exponentiell wachsender Hefen wurden zu den
angegebenen Zeitpunkten Proben entnommen. (A) Die
Proteine wurden nach Extraktion durch SDS-PAGE
aufgetrennt und nach Western-Blot mit Hilfe von anti-
ha-Antikérpern detektiert. (B) Quantifizierung der
Signale.
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Um eine generelle Beeintrachtigung des Proteasoms auszuschlieBen, wurde die

chymotryptische Aktivitit des Proteasoms in Wildtypzellen und in Zellen der Mutanten dor2

und dor3 bestimmt. Zumindest fiir diese Aktivitit konnte in den drei untersuchten Stimmen

kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Die Aktivitit oder die Menge des

Proteasoms scheint im Vergleich zur Menge an Gesamtprotein in diesen drei Stimmen

vergleichbar zu sein (Abb. 23).

Abb. 23 Chymotryptische Aktivitat des Proteasoms
in Rohextrakten aus Wildtypzellen und Zellen der
Stamme dor2 und dor3

Die Aktivitdit im Rohextrakt (U/mg Gesamtprotein)
wurde im Verhéltnis zur Aktivitdt in Wildtyp-Extrakten
(=100%) berechnet. Dargestellt ist das Ergebnis aus drei
unabhéngigen Messungen. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung wieder.

chymotryptische Aktivitat

100 -
80
60
40
207
0

wit

dor2 dor3
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3.1.6 Klonierung des durch dor2 betroffenen Gens

Die Komplementation des durch die dor2-Mutation ausgelosten Wachstumsverlustes
sollte zur Klonierung des betroffenen Gens benutzt werden. Zellen des dor2-Stammes wurden
mit verschiedenen plasmidbasierten Genbédnken transformiert. Die Verwendung einer
Genbank, die auf einem 2u-DNA enthaltenden Plasmid basierte (Nasmyth et al., 1980), fiihrte
zur Isolation von sieben Kolonien, die ein dem Wildtyp vergleichbares Wachstum zeigten.
Nach Retransformation des dor2-Stammes mit den isolierten Plasmiden konnte jedoch nur fiir
ein Plasmid eine Komplementation des Wachstumsdefektes beobachtet werden. Parallel
wurde eine Genbank benutzt, die auf einem eine Centromersequenz tragenden Plasmid basiert
(Rose et al., 1987). Hier sind nur je eine oder zwei Kopien pro Zelle vorhanden. Die
Transformation mit der zweiten Genbank fiithrte zur Isolation von sechs Kolonien. Aus vier
dieser Kolonien konnten Plasmide isoliert werden, die nach wiederholter Transformation des

dor2-Stammes eine Komplementation des Wachstumsdefektes hervorriefen.

RPL11
PREZ2 FHL1 COG4 RPN7 s .
R o - > <> P> —p < PPIESSON
Chr. XVI
I I I I [ I | 1 | I | I I I I | I I 1 | I I 1 I
727.000 730.000 740.000 750.000
| | +
2p-Klon 1
f { +
Cen-Klon 1
t i +
Cen-Klon 2
y Cen-Klon 3 ! +
- — : +
Cen-Klon 4
|
Subklon Sal | EcoRI .
|

Abb. 24 Schematische Darstellung der in den isolierten Genbankplasmiden enthaltenen genomischen
DNA-Fragmente

Die Pfeile symbolisieren die enthaltenen offenen Leserahmen (ORF), die Zahlen geben die Lage des Abschnitts
auf dem jeweiligen Chromosom wieder. Die zur Subklonierung verwendeten Restriktionsstellen sind angegeben.

Die Sequenzanalyse der auf diese Weise isolierten Plasmide ergab, dass in allen ein

Fragment von Chromosom XVI enthalten war (zwischen Psoition 720.000 und 749.000). Das
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einzige in allen Fragmenten enthaltene Gen war das FHL1-Gen. Dies deutete darauthin, dass
dor2 und FHL1 allel zu ecinander sind (Abb. 24). Die Subklonierung eines Sall-EcoRI-
Fragmentes, das den ORF des FHL1-Gens und flankierende Sequenzen enthielt, in den
Vektor YCplaclll (Cen-LEU2) resultierte in einem Plasmid, das ebenfalls den
Wachstumsdefekt der dor2-Mutante supprimierte (Abb. 25). Interessant ist, dass in direkter
Nachbarschaft zu FHL1 die Gene PRE2 und RPN7 lokalisiert sind, die fiir Untereinheiten des
20S- bzw. des 19S-Komplexes kodieren.

wt dor2::YCplac111

Abb. 25 Suppression des Wachstums-defektes der
dor2-Mutante durch Expression des FHL1-Gens
Zellen des Stammes dor2 wurden mit dem Kontroll-
plasmid YCplaclll oder mit dem Plasmid pFHLI1
transformiert und fiir 3 Tage bei 30°C unkubiert.

dor2::pFHL1

3.1.7 Rpn4 ist Bestandteil eines Proteinkomplexes

Die bisher geschilderten Experimente zeigten, dass die Menge von Rpn4 direkt durch das
Proteasom reguliert wird. Dadurch wird eine Verbindung zwischen proteasomaler Aktivitit
und Proteasombiogenese hergestellt. Einige der Ergebnisse und publizierte Daten anderer
Gruppen deuteten darauthin, dass Rpn4 einem ungewOhnlichen Abbaumechanismus
unterliegt, der unabhingig von einer Ubiquitylierung des Substratproteins stattfindet. Die
direkte Assoziation von Rpn4 mit dem 26S-Proteasom (Fujimuro et al., 1998; Xie und
Varshavsky, 2001) bietet hier eine Erkldrungsmoglichkeit fiir diesen von Ubiquitin
unabhingigen Proteinabbau. Um die Funktionsweise des Rpn4-Proteins und den
Mechanismus seines Abbaus weiter zu charakterisieren, sollte untersucht werden, ob Rpn4

mit anderen zelluldren Proteinen interagiert.
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Zur Untersuchung vorhandener Komplexe, die mit Rpn4 assoziiert sind, wurde zunéichst
eine Gelfiltration von Proteinrohextrakten durchgefiihrt. Hierbei wurden Proteinkomplexe
threr Grof3e nach aufgetrennt. Die Analyse eines Extraktes aus Hefezellen, die eine C-terminal
HA-epitopmarkierte Variante des Rpn4-Proteins exprimierten, wurde in einer Superose-Séule
(Superose 6 HR10/30, Amersham-Pharmacia) durchgefiihrt. Zum Vergleich wurde ebenfalls
ein Rohextrakt aus Hefezellen analysiert, in denen C-terminal HA-Epitop-markierte Varianten
des Pupl (B2)-Proteins des Proteasoms und des proteasomspezifischen Reifungsfaktors Ump1
exprimiert wurden (Abb. 26). Diese Proteine erlauben eine Zuordnung der in den Fraktionen
enthaltenen Proteasomkomplexe. Die Formen des 26S- und 20S-Proteasoms finden sich in
den Fraktionen 13-21. Sie sind charakterisiert durch die prozessierte reife Form des Pupl-
Proteins und die Abwesenheit der unprozessierten Pro-Form. In diesen Fraktionen ist auch die
proteasomale Aktivitidt detektierbar. In den Fraktionen 22-23 liegt der Halbproteasom-
Vorlduferkomplex vor, erkennbar an der unprozessierten Pro-Form des Pup1-Proteins und am
Vorhandensein des Proteasomreifungsfaktors Umpl, der im reifen 20S-Proteasom rasch
abgebaut wird (Ramos et al., 1998). Freie Untereinheiten finden sich in den Fraktionen 29
und 30.

Die Analyse der Verteilung des Rpn4-Proteins durch die Methode der Gelfiltration ergab,
dass hier keine Assoziation mit Proteasomkomplexen vorlag. Rpn4 wurde hauptsichlich in
den Fraktionen 23-25 detektiert, in denen Komplexe der GroBBe zwischen 200 und 400kDa
vorliegen. Das Rpn4-Protein besitzt rechnerisch eine molekulare Masse von ca. 60kDa. Die
Analyse der Proteine Ferritin (440kDa) und Catalase (232kDa), die zum Vergleich
durchgefiihrt wurde, ergab fiir Ferritin eine Verteilung in den Fraktionen 21-23, wihrend
Catalase hauptsidchlich in den Fraktionen 24-26 detektiert wurde. Die Tatsache, dass der
Hauptteil des Rpn4-Proteins vor der Catalase von der Gelfiltratiossdule eluiert, zeigt, dass
dieses Protein nicht frei in der Zelle vorliegt, sondern Bestandteil eines Proteinkomplexes ist.
Da die Elutionsdauer eines Proteins in grober Ndherung proportional zum Logarithmus seiner
molaren Masse ist, wurde fiir den Rpn4-Komplex unter Beriicksichtigung des
Elutionsverhaltens der bekannten Proteine Ferritin und Catalase eine molare Masse von ca.

290kDa abgeleitet.



Ergebnisse

67
Ferritin Catalase
440kDa Rpn4 232kDa
g 2,01
2
E:
o 1,5 -
5 ~
@2 2 -
g 2 10
-
©
= 0,5 -
>
-y
o — 3 i " i i i L
Superose 6 Fraktion 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
. —] P
Rpn4-haz — ) ! - -
. LY
proPup1-hagy —
Pupl-hag — s
Ump1-hay — ~
26S + 208 freie
15 S Untereinheiten

S o

Abb. 26 Analyse des Rpn4-Proteins und proteasomaler Komplexe durch Gelfiltration

Proteinhaltige Rohextrakte des Stammes ML31 (ump4, RPN4-ha3::HIS3-MX6) und des Stammes JD131
(PUP1-ha2::URA3, UMP1-ha2::LEU2) wurden durch Zerreiben der Zellen unter fliissigem Stickstoff im
Morser gewonnen. Je 1mg Gesamtprotein wurde mit Hilfe der AKTA-FPLC Anlage der Firma Amersham-
Pharmacia unter Verwendung einer Superose 6-Séule fraktioniert. Eine Probe jeder Fraktion wurde mit
Auftragungspuffer versetzt und zur Analyse durch SDS-PAGE und Western-Blot eingesetzt. Das Diagramm
zeigt die Verteilung der chymotryptischen Aktivitit des Proteasoms in den Fraktionen der Gelfiltration. Die
hochste Aktivitdt wird in den Fraktionen detektiert, die die Komplexe des 26S-Proteasoms enthalten.
Schematisch angegeben ist die Lage der Fraktionen, in denen der Hauptteil von Ferritin bzw. Catalase eluieren.
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3.1.8 Das Rpn4-Protein ist im Pilzreich konserviert

Die Recherche in verschiedenen Datenbanken unter Benutzung der Programme BLAST
bzw. PSI BLAST (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997) fiihrte zur Identifikation einer
Reihe von putativen Orthologen des Rpn4-Proteins der Béackerhefe. Sowohl in anderen
Ascomyceten als auch in einer zu den Basidiomyceten gehorigen Art konnten orthologe
Proteine gefunden werden, so in Saccharomyces paradoxus, Saccharomyces bayanus,
Saccaromyces castellii, Kluyveromyces lactis, Eremothecium gossypii, Candida albicans,
Yarrowia lipolytica, Neurospora crassa, Magnaporthe grisea, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus nidulans, Schizosaccharomyces pombe und Ustilago maydis (Basidiomycet). In
S. castellii und in C. albicans konnten verschiedene putative Orthologe zu Rpn4 aus
S. cerevisiae gefunden werden. Anscheinend kam es hier im Lauf der Evolution zu
Genverdopplungen. Durch Mutationen konnten sich dann die urspriinglich identischen
Sequenzen von einander diversifiziert haben, so dass die heute vorliegende Verwandtschaft
entstand. Die computergestiitzte Analyse einiger dieser Sequenzen wurde zur Erstellung eines
Dendrogramms benutzt, das die phylogenetische Verwandtschaft dieser Proteine wiedergibt
(Abb. 227). Das Ergebnis verdeutlicht, dass die Verwandtschaft der Rpn4-Orthologen gut mit

der allgemeinen phylogenetischen Verwandtschaft der Organismen korreliert.

S.cerevisiae

S.castellii (1)

S.castellii (2)

K.lactis

C.albicans

MN.crassa

—— A.fumigatus

S.pombe

U.maydis

Abb. 27 Phylogenetische Verwandschaft von Rpn4-Proteinen verschiedener Spezies

Das Programm T-Coffee (Notredame et al., 2000) wurde zur Erstellung eines Sequenzvergleiches der
verschiedenen Rpn4-Proteine benutzt. Aus den errechneten Sequenzhomologien wurde dann die phylogenetische
Verwandtschaft berechnet und als Dendrogramm dargestellt. Die Lingen der Aste des Dendrogramms geben
nicht die evolutiondre Entfernung der Orthologen wieder. Die Analyse der Rpn4-Homologen wurde mit
Unterstiitzung durch Hartmut Scheel (Memorec Biotec GmbH) durchgefiihrt.
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Abb. 28 Sequenzvergleich der Rpn4-Proteine aus verschiedenen Spezies

Oben: Sequenzvergleich der N-Termini, Unten: Sequenzvergleich der C-Termini der Rpn4-Orthologe.

Der Sequenzvergleich wurde mit dem Programm T-Coffee (Notredame et al., 2000), die Bearbeitung der
alinierten Sequenzen mit dem Programm Boxshade (K. Hofman und M. Baron) durchgefiihrt. Identische
Aminosiuren sind schwarz, dhnliche Aminosiuren grau hinterlegt. Die Analyse der Rpn4-Homologen wurde mit
Unterstiitzung durch Hartmut Scheel (Memorec Biotec GmbH) durchgefiihrt.

* Lage der Zink-bindenden Aminoséurereste der C2H2-Zinkfinger-Doméne (Nach Mannhaupt et al., 1999).
S.cer.: Saccharomyces cerevisiae, S.cas.: Saccharomaces castellii, K.lac.: Kluyveromyces lactis, C.alb.:
Candida albicans, N.cra.: Neurospora crassa, A.fum.: Aspergillus fumigatus, S.pom.: Schizosaccharomyces
pombe, U.may.: Ustilago maydis.
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Die Primédrsequenz der hier identifizierten Proteine wurde mit Hilfe des Programms T-
Coffee (Notredame et al., 2000)) einem Sequenzvergleich unterzogen. Der Sequenzvergleich
der verschiedenen Rpn4-Proteine zeigt, dass insgesamt {iber gro3e Teile des Proteins nur eine
schwache Konservierung vorliegt. Stirkere Konservierungen finden sich im Bereich des N-

Terminus und in der Zinkfinger-Doméne am extremen C-Terminus des Proteins (Abb. 28).
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3.2 Rpn4 ist Teil eines Netzwerkes, das die Antwort auf verschiedene

Stresssituationen kontrolliert

3.2.1 Die Deletion von RPN4 fuhrt zur Sensitivitat gegen DNA-schadigende Substanzen
und gegen Koffein

Untersuchungen zur Reaktion von Hefezellen auf verschiedene Chemikalien ergaben, dass
Rpn4 nicht nur Gene des Ubiquitin/Proteasom-Systems kontrolliert, sondern dass insgesamt
die Expression von iiber 700 Genen direkt oder indirekt durch Rpn4 beeinflusst wird (Jelinsky
et al., 2000). Besonders interessant war hier die Verbindung zu Genen, deren Produkte eine
Funktion in der Reparatur von DNA-Schiden besitzen. Auch das Ubiquitin/Proteasom-
System spielt eine Rolle in der DNA-Reparatur (Ortolan et al., 2000; Hoege et al., 2002).

Die Zugabe der alkylierenden Substanz Methylmethansulfonat fiihrt zur Anhdufung von
DNA-Schiden. Koffein hingegen bewirkt, dass ein wichtiger Kontrollpunkt des Zellzyklus,
der die Intaktheit der DNA kontrolliert, iibergangen wird (Schlegel und Pardee, 1986; Rowley
und Zhang, 1999; Moser et al., 2000; Kaufmann et al., 2003). So kénnen sich ebenfalls

Mutationen in der DNA anhiufen.

Kontrolle 0,06% MMS 5mM Koffein 10mM Koffein

-

ump1
ump?2
ump3
ump4
umpb

mn4A

Abb. 29 Wachstumsanalyse von ump-Mutanten und der rpn4-Deletionsmutante in Anwesenheit von
Methylmethansulfonat (MMS) oder von Koffein

Zellen aus einer Ubernachtkultur wurden in geeigneten Verdiinnungen auf YPD-Agar aufgetropft und fiir 2-4
Tage inkubiert. Wenn angegeben, wurden dem Medium 0,06% MMS oder 5 bzw. 10mmol/l Koffein zugesetzt.

Abb. 29 zeigt, dass sowohl ump-Mutanten als auch die rpn4A-Mutante durch MMS und
Koffein in ihrem Wachstum stark behindert werden. Dies zeigt, dass die Zelle das Rpn4-

Protein sowohl bei Zugabe von DNA-schidigenden Substanzen als auch von Koffein
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bendtigt, um angemessen auf diesen Stress reagieren zu konnen. Interessant ist, dass die
Deletion von RPN4 keine der typischen Phdnotypen von ump-Mutanten bewirkte (Sensitivitat
gegen Canavanin oder Cadmiumchlorid), aber eine starke Sensitivitit gegen MMS und
Koffein ausloste. Es stellte sich die Frage, ob die Sensitivitdt hier durch die Unféhigkeit
ausgelost wurde hohere Menge aktiver Proteasomen zu generieren, oder ob die fehlende

Induktion anderer Gene, die nicht das Proteasom betreffen, dafiir verantwortlich war.

3.2.2 Die Expression von RPN4 wird durch Zugabe von Methylmethansulfonat
gesteigert

Um die Rolle von Rpn4 in Anwesenheit DNA-schddigender Substanzen zu untersuchen,
wurde die Menge des Rpn4-Proteins und der RPN4-mRNA nach Zugabe von MMS
analysiert. Eine Kultur exponentiell wachsender Hefezellen wurde mit 0,1% MMS versetzt.
Ein Teil der Kultur blieb zur Kontrolle unbehandelt. Zu den angegeben Zeitpunkten wurden
Proben entnommen und zur Extraktion von Proteinen oder von RNA benutzt. Die Zugabe von
MMS bewirkte eine rasche Zunahme des Rpn4-Proteins (Abb. 30). Die Analyse der mRNA
zeigt, dass dieser Anstieg auf eine starke Erhohung der RPN4-Genexpression zuriickzufiihren
ist. Die Menge der RPN4-mRNA betrdgt nach 15min das 4,7-fache, nach 30min das 6,6-fache
der Ausgangsmenge. Im gleichen Zeitraum steigt die Expression des PRE8-Gens um ca. 70%.
Abb. 31 zeigt, dass die Zugabe von MMS keinen Einfluss auf die Stabilitit des Rpn4-Proteins
besitzt.

Abb. 30 Die Zugabe von MMS bewirkt eine
Induktion der RPN4-Genexpression

hne MMS 0.1% MMS
Analyse der Verdnderung der Menge des Rpn4- onne °
Proteins und der RPN4- und PRE8-mRNA nach Zeit [min] 0 15 30 0 15 30
Zugabe von 0,1%MMS. Nach Zugabe von 0,1%
MMS wurden zu den angegebenen Zeitpunkten Rpnd-ha | em » e | o—
Proben entnommen. Nach Extraktion der Proteine s
wurden diese durch SDS-PAGE aufgetrennt und
nach Western-Blot mit Hilfe von anti-HA-

. . . RPN4 mRNA- b |
Antikorpern detektiert. Nach Extraktion der RNA m - -
aus Zellen derselben Kultur wurde diese in einem
Agarosegel aufgetrennt und auf  eine - ; : .
Nitrocellulosemembran iibertragen. Der Nachweis PRES mRNA| |- .

spezifischer =~ mRNA-Spezies  erfolgte  durch
Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten,
genspezifischen Sonde.
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Abb. 31 MMS zeigt keinen Einfluss auf die
Stabilitat von Rpn4

10min nach Zugabe von 0,1% MMS wurde die ohne MMS 0.1% MMS
Proteinsynthese durch Zugabe von 100pg/ml L

Cyclohez]:ilmid gestoppt,g und zu ugden Zeit [min] 0 > 10 0 > 10
angegebenen Zeitpunkten wurden Proben
entnommen. Nach Extraktion der Proteine
wurden diese durch SDS-PAGE aufgetrennt
und nach Western-Blot mit Hilfe von anti-HA-
Antikorpern detektiert.

100 pg/ml Cycloheximid

Rpn4d-ha - s |

3.2.3 Die Zugabe von Koffein fuhrt zu einem Verlust des Rpn4-Proteins

Wie im Falle von MMS fiihrte auch die Zugabe von Koffein zu einer starken
Beeintriachtigung des Wachstums von Zellen, in denen das RPN4-Gen deletiert war. Auch
hier wurde die Menge des Rpn4-Proteins und der RPN4-mRNA nach Zugabe von Koffein
analysiert. Eine Kultur exponentiell wachsender Hefezellen wurde mit 10mmol/l Koffein
versetzt. Ein Teil der Kultur blieb zur Kontrolle unbehandelt. Zu den angegeben Zeitpunkten
wurden Proben entnommen und zur Extraktion von Proteinen oder von RNA benutzt. Im
Gegensatz zu MMS bewirkte die Zugabe von Koffein eine Abnahme des Rpn4-Proteins
(Abb. 32). Bereits nach 15min war die Rpn4-Menge deutlich reduziert, wihrend nach 30min
kein Protein mehr zu detektieren war. Die Analyse der RPN4-mRNA zeigt, dass gleichzeitig
eine leichte Induktion der RPN4-Transkription zu beobachten war. Die RPN4-mRNA-Menge
betrdgt nach 30min ca. das 2,4-fache des Ausgangswertes. Die Menge der mRNA des PRES8-

Gens ist in diesem Zeitraum nahezu unverandert.

Abb. 32 Die Zugabe von Koffein bewirkt eine ohne Koffein 10mM Koffein
Abnahme der Rpn4-Menge

Nach Zugabe von 10mM Koffein wurden zu den Zeit[min] | 0 1% 30 ( 0 15 30
angegebenen Zeitpunkten Proben entnommen. Nach il

Extraktion der Proteine wurden diese durch SDS- Rpnd-ha 1SS S —
PAGE aufgetrennt und nach Western-Blot mit Hilfe —

von anti-HA-Antikérpern detektiert. Die extrahierte

RNA wurde in einem Agarosegel aufgetrennt und RPN4 mRNA- - h
auf eine Nitrocellulosemembran {ibertragen. Der =

Nachweis spezifischer mRNA-Spezies erfolgte

durch Hybridisierung mit einer radioaktiv PRE8 mRNAH : h * .
markierten, genspezifischen Sonde.
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Zur Untersuchung der Rpn4-Stabilitit nach Zugabe von Koffein wurden Zellen des
Stammes ML16 (umpl-1, RPN4-3xha::HIS3-MX6) benutzt, da hier der proteasomale Abbau
gegeniiber dem in Wildtyp-Zellen reduziert ist (siche Kap. 3.1.4). Die Analyse der ,,steady-
state“-Konzentration zeigt, dass auch in diesen Zellen ein Riickgang der Rpn4-Menge nach
Zugabe von Koffein zu beobachten ist (Abb. 33). Nach Zugabe von Cycloheximid wurde die
Stabilitdit von Rpn4 bestimmt. Die Halbwertszeit von Rpn4 ist unter diesen Bedingungen

deutlich verkiirzt (Abb. 33).

o ohne Koffein o 10mM Koffein

A B
ohne Cycloheximid 100ug/ml Cycloheximid 188 ‘¥
Koffein - + - + 80 N
70 \ AN
Zeit [min] 10 E gg . %
T 40 N
Rpn4-ha - s 30
20 %ﬂi
10
0 5 10 t[min]

Abb. 33 Die Zugabe von Koffein fuhrt zu einem beschleunigten Abbau von Rpn4

(A) Zur Bestimmung der ,,steady-state“-Konzentration von Rpn4 in Abhédngigkeit von Koffein wurden Proben
aus einer exponentiell wachsenden Kultur des Stammes ML16 entnommen. Zur Bestimmung der Stabilitit von
Rpn4 wurde 10min nach Zugabe von 10mmol/l Koffein die Proteinsynthese durch Zugabe von 100ug/ml
Cycloheximid gestoppt und nach bestimmten Zeiten Proben entnommen. Nach Extraktion der Proteine wurden
diese durch SDS-PAGE aufgetrennt und nach Western-Blot mit Hilfe von anti-HA-Antikérpern detektiert. (B)
Quantifizierung der Signale aus dem Experiment zur Bestimmung der Abbaurate.

Die Zugabe von Koffein konnte auch bewirken, dass Rpn4 in ein anderes zellulédres
Kompartiment transportiert wird oder stdrker an DNA bindet, so dass es weniger effizient
extrahierbar ist. In einem zu Abb. 32 vergleichbaren Experiment, in dem durch Aufkochen
ganzer Zellen in SDS-Probenpuffer eine nahezu vollstindige Extraktion der Proteine erfolgte,

konnte kein Unterschied zu dem Ergebnis in Abb. 32 festgestellt werden.

Da die Zugabe von Koffein anscheinend den Abbau oder zumindest eine Prozessierung
des Rpn4-Proteins induziert, stellte sich die Frage, ob dieser Mechanismus auf den ubiquitin-
abhingigen oder -unabhingigen Abbauweg des Proteins angewiesen ist. Zur Kldrung dieser
Frage wurde untersucht, welche Auswirkung die Zugabe von Koffein auf das Rpn4-Protein
hat, wenn dessen N-Terminus durch Fusion mit einem Flag-Epitop blockiert war, oder wenn
das Experiment in Zellen des ump3-Stammes durchgefiihrt wurde. Abb. 34 zeigt, dass die
Blockierung des N-Terminus die koffeinabhidngige Reduktion der Rpn4-Menge génzlich
verhinderte. Es konnte keine Reduktion der Rpn4-Menge beobachtet werden. Die Mutation
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von DOA4 in der ump3-Mutante bewirkte lediglich eine Verlangsamung der Koffein-
abhingigen Reduktion der Rpn4-Menge (Abb. 34). Man kann daraus schlieen, dass der
durch Koffein ausgeloste Mechanismus von einem freien Zugang zum N-Terminus des Rpn4-

Proteins abhéngig ist.

Stamm wt ump3 90 | :\\ © ° a wt  Rpnd-ha
80
70 AN o wt Flag-Rpn4-ha

Konstrukt Rpn4-ha |Flag-Rpn4-ha| Rpn4-ha \ 5
gg — o ump3 Rpn4-ha

Zeit [min] 0 15 3010 15 30| 0 15 30
30 L\_\A
20
Flag-Rpn4-ha 10
Rpn4-ha 0 15 30 t[min]

Abb. 34 Analyse des Einflusses von Koffein auf Rpn4 und Flag-Rpn4

(A) Zur Bestimmung der ,,steady-state“-Konzentration von Rpn4 in Abhédngigkeit von Koffein wurden Proben
aus einer exponentiell wachsenden Kulturvon Hefezellen entnommen. Nach Extraktion der Proteine wurden
diese durch SDS-PAGE aufgetrennt und nach Western-Blot mit Hilfe von anti-HA-Antikérpern detektiert. (B)
Quantifizierung der Signale.

% Rpn4

3.2.4 Isolierung von Suppressoren der Koffeinsensitivitat der rpn4A-Mutante

Durch die Identifikation von Suppressoren der durch Mutationen bewirkten Defekte
konnen die Beziehungen zwischen Genen und zwischen ihren Produkten analysiert werden.
Dies kann zu einem besseren Verstindnis der Funktion eines Proteins beitragen. Durch die
Suche nach Genen, deren Uberexpression die Koffeinsensitivitit der rpn4A-Mutation
supprimieren, sollte die Funktionsweise des Rpn4-Proteins in der zelluldren Antwort auf
Koffein untersucht werden. Hierzu wurden Zellen des Stammes ML5 (rpn4A::HIS3-MX6) mit
einer auf dem Plasmid YEp13 basierenden Genbank (2p LEU2, Nasmyth und Tatchell, 1980)
transformiert und auf Selektivmedium mit 10mmol/ Koffein ausplattiert. Nach einer
Inkubationszeit von 4-6 Tagen bei 30°C konnten 22 leucinprototrophe koffeinresistente
Kolonien aus ca. 20.000 insgesamt transformierten Zellen isoliert werden. Da durch die
Transformation das RPN4-Gen zuriick in die Zelle gelangen konnte, wurde zunédchst eine
PCR mit fiir RPN4 spezifischen Oligonukleotiden durchgefiihrt. In 18 der 22 isolierten Klone

konnte das RPN4-Gen nachgewiesen werden. Diese wurden daher nicht weiter bearbeitet.
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genom. Fragment in pMSC19

Suppression
ERG6 YMLOO7C YAP1 GIS4
4+ = > <+
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Abb. 35 Schematische Darstellung des in pMSC19 enthaltenen genomischen DNA-Fragmentes
Die Pfeile symbolisieren die enthaltenen offenen Leserahmen (ORF), die Zahlen geben die Lage des Abschnitts
auf dem jeweiligen Chromosom wieder. Die zur Subklonierung verwendeten Restriktionsstellen sind angegeben.

genom. Fragment in pMSC21

YMRO63W Suppression
RPP1 PAN5 —> SSz1 RRP3

- - - PR
Chr. VIII ‘ +

223’000 224.I000 | 225.I000 226?000 227.I000 |

Sphl EcoRI Xbal

Subklon 1 <I +
Subklon 2 4—' -

Abb. 36 Schematische Darstellung des in pMSC21 enthaltenen genomischen DNA-Fragmentes
Die Pfeile symbolisieren die enthaltenen offenen Leserahmen (ORF), die Zahlen geben die Lage des Abschnitts
auf dem jeweiligen Chromosom wieder. Die zur Subklonierung verwendeten Restriktionsstellen sind angegeben.

Zwei der vier verbliebenen Klone zeigten nach erneutem Ausstreichen auf koffeinhaltigem
Medium keine Wachstumsfahigkeit mehr und wurden daher ebenfalls nicht weiter
beriicksichtigt. Aus den zwei verbliebenen unbekannten Klonen 19 und 21 wurden die
Genbankplasmide isoliert und zur Retransformation des Stammes MLS benutzt. Beide
Plasmide fiihrten nach Retransformation wieder zur Suppression der Koffeinsensitivitét. Die

Sequenzierung der als pMSC19 (MSC = Multicopy Suppressor of Caffeine sensitivity) und
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pMSC21 bezeichneten Plasmide ergab, dass das Plasmid pMSCI19 ein Fragment des
Chromosoms 13 (251856 - 256847; Abb. 35), das Plasmid pMSC21 ein Fragment des
Chromosoms 8 (222728 - 227896) enthielt (Abb. 36).

Eine Recherche zu den in diesen Fragmenten enthaltenen Genen ergab, dass das in
pMSCI19 enthaltene YAP1-Gen sowie das in pMSC21 enthaltene SSZ1-Gen wahrscheinlich
die den supprimierenden Effekt vermittelnden Gene darstellen. YAP1 kodiert fiir einen
Transkriptionsfaktor, der zur Antwort auf oxidativen Stress bendtigt wird (Rodrigues-Pousada
et al., 2004). Das Sszl-Protein gehort zur Familie der Hitzeschockproteine der Hsp70-Klasse.
Es ist eine Untereinheit des RAC-Komplexes (ribosome-associated complex) (Gautschi et al.,
2001; Gautschi et al., 2002) und reguliert den Transkriptionsfaktoktor Pdrl, der fiir die
Toleranz von Hefezellen gegeniiber verschiedenen Stressbedingungen wichtig ist (Hallstrom
et al, 1998). Um zu zeigen, dass diese beiden Gene tatsdchlich die Suppression der
Koffeinsensitivitdt der rpn4-Deletionsmutante bewirken, wurden aus den Plasmiden pMSC19
und pMSC21 DNA-Fragmente subkloniert und auf ihre Fdhigkeit zur Suppression getestet.
Ein Sphl-EcoRI-Fragment aus pMSC19, das das vollstdndige YAP1-Gen sowie flankierende
Sequenzen enthielt, wurde in den Hochkopienzahl-Vektor YEplac181 subkloniert (Vektor
YEpYAP1). Analog wurde durch Subklonierung eines Sphl-Xbal-Fragmentes aus pMSC21
das vollstindige SSZ1-Gen mit flankierenden Sequenzen ebenfalls in den Vektor YEplac181
eingebracht (Vektor YEpSSZ1). Beide Plasmide vermittelten nach Transformation von Zellen
des Stammes MLS5 (rpnd4A::HIS3-MX6) die Fahigkeit, in Anwesenheit von Koffein zu
wachsen (Abb. 37). Da das subklonierte Fragment aus pMSC21 zwei offene Leserahmen
enthielt (Subklon 1), wurde hier durch eine weitere Klonierung ein Teil des 5'-Endes des
SSZ1-Gens deletiert. Das so erhaltene Plasmid vermittelte keine Suppression der
Koffeinsensitivitdt der rpn4-Deletionsmutante (Daten nicht gezeigt). Dies zeigt, dass
tatsdchlich das SSZ1-Gen den supprimierenden Effekt vermittelt.

Die Transformation der rpn4-Deletionsmutante mit dem Plasmid YEpYAP1 fiihrte zu
einem deutlich besseren Wachstum verglichen mit der Transformation mit pMSCI9.
Wahrscheinlich kann das Plasmid YEpYAPI1, bedingt durch die geringere Insertgrofe (ca.
2,5kb verglichen mit ca. 5kb), eine hohere Kopienzahl erreichen, die zu einer noch stirkeren

Uberexpression fiihrt. Ein dhnlicher Effekt ist fiir das Gen SSZ1 nicht zu beobachten.
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Kontrolle 10mM Koffein

Abb. 37 Suppression der Koffeinsensi- wt P
tivitat der rpn4-Deletionsmutante durch
Uberexpression von YAP1 und SSZ1 r .

Der Stamm MLS5 (rpn4-A::HIS3-MX6) wurde + RPN4
mit den angegebenen Plasmiden trans-

formiert. AnschlieBend wurden Zellen einer  pppgp < pMSC19
Ubernacht-Kultur in geeigneten + YEpYAP1
Verdiinnungen auf YPD-Medium mit oder +pMSC21
ohne 10mM Koffein aufgetropft und fiir 3-4 + YEpSSZ1
Tage bei 30°C inkubiert. ~

Die Beziehung von Genen zueinander kann durch Analyse und Vergleich von Doppel-
und Einzelmutanten der interessanten Gene untersucht werden. Um mehr iiber die Beziehung
zwischen RPN4 und YAP1, bzw. SSZ1, zu erfahren, wurde das RPN4-Gen in yaplA- und
ssz1A-Mutanten deletiert. Durch Analyse des Wachstums der so erzeugten Mutanten in
Anwesenheit subletaler Konzentrationen von Koffein oder MMS sollte untersucht werden, ob
die Kombination verschiedener Deletionen zu detektierbaren synthetischen Phéanotypen fiihrt.
Wie Abb. 38 zeigt, bewirkt die Deletion von YAP1 unter den getesteten Bedingungen keinen
beobachtbaren Wachstumsnachteil. Die Kombination mit der Deletion von RPN4 fiihrt nicht
zu einem synthetischen Phéinotyp, das Wachstum der rpn4A-/yaplA-Doppelmutante

entspricht unter allen untersuchten Bedingungen dem der rpn4-Deletionsmutante.

30°C 3mM Koffein 7,5mM Koffein 0,03% MMS
‘Meevsajocrsfocn floeni:
rpnd-A
yap1-A "Ls3000 9.,

§5z1-A
pn4-A yap1-A

pn4-A ssz1-A

Abb. 38 Untersuchung der Wachstumseigenschaften von rpn4-, yapl- und ssz1-Mutanten in Anwesenheit
von Koffein oder MMS

Zellen aus einer Ubernachtkultur wurden in geeigneten Verdiinnungen auf YPD-Agar aufgetropft und fiir 2-4
Tage inkubiert. Wenn angegeben, wurden dem Medium 0,03% MMS oder 3 bzw. 7,5 mmol/l Koffein zugesetzt.
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Die Deletion von SSZ1 fiihrt zu deutlichen Wachstumsnachteilen. Das Wachstum ist sogar
starker eingeschrinkt als das der rpn4A-Mutante. Die Kombination beider Deletionen fiihrt zu
einem ausgepragten synthetischen Defekt. Dies zeigt, dass Rpn4 und Sszl nicht redundante
aber sich erginzende Funktionen besitzen, die fiir das Wachstum von Zellen unter
Stressbedingungen wichtig sind. Werden beide Funktionsbereiche gleichzeitig beeintrachtigt,

so resultiert dies in einem deutlich verringerten Zellwachstum.
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4 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Regulation der Expression proteasomaler
Gene eingehender zu untersuchen. Nachdem Vorarbeiten gezeigt hatten, dass die Expression
dieser Gene von der proteasomalen Aktivitdt abhidngig ist (J. Dohmen, personliche
Mitteilung), sollte der Mechanismus dieser Autoregulation der Menge aktiver Proteasomen
ndher untersucht und beteiligte Komponenten identifiziert werden. Da das Protein Rpn4 als
ein fiir die basale Expression proteasomaler Gene verantwortlicher Transkriptionsfaktor
beschrieben worden war (Mannhaupt et al., 1999), wurde zunichst untersucht, ob dieses
Protein auch eine Funktion in der Autoregulation der Menge aktiver Proteasomen in
Abhingigkeit von der proteasomalen Aktivitit besitzt. Nachdem erste Versuche diese
Vermutung bestétigten, wurde anschliefend untersucht, wie die Aktivitit von Rpn4 durch das
Proteasom reguliert wird. Rpn4 wurde ebenfalls als zentraler Faktor in der Vermittlung
anderer durch Stress induzierter Zellantworten beschrieben (Jelinsky et al., 2000). In diesem
Zusammenhang wurde die Verbindung dieser Antworten zum Ubiquitin/Proteasom-System

untersucht.

4.1 Der Transkriptionsfaktor Rpn4 reguliert die Expression

proteasomaler Gene und ist ein Substrat des Proteasoms

Die Suche nach Komponenten des Ubiquitin/Proteasom-Systems, die am Abbau von
Modellsubstraten beteiligt sind, flihrte zur Isolierung von 5 Mutanten, die als ump-Mutanten
(Ubiquitin mediated proteolysis) bezeichnet wurden (Ramos et al., 1998); Keck, 1999;
London et al., 2004). Die so identifizierten Gene kodieren fiir Komponenten, die an der
Assemblierung und Reifung des Proteasoms (Umpl) oder dem Recycling des Ubiquitins
(Ump3/Doa4) beteiligt sind, oder die Bestandteile des 20S-Proteasoms (Ump2/Pupl,
Ump4/Pre4) beziehungsweise des 19S-Komplexes (Ump5/Rpt3) sind. Die Analyse der
Mutationen erbrachte neue Erkenntnisse zum Mechanismus der Assemblierung und Reifung
des 20S-Proteasoms und zum Verstindnis der Ubiquitin-Homdostase (Ramos et al., 1998);

Keck, 1999; (Burri et al., 2000; Ramos et al., 2004).

Die Analyse der Mutationen fiihrte auch zu der Beobachtung, dass bei reduzierter

proteasomaler  Aktivitdit eine erhohte Menge verschiedener Untereinheiten des
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20S-Proteasoms vorlag (Ramos et al., 1998); Keck, 1999). Die Untersuchung der mRNA-
Menge der entsprechenden Gene zeigte, dass die Transkription dieser Gene in Mutanten
gegeniiber dem Wildtyp erh6ht war (Keck, 1999). Dies deutete daraufhin, dass ein Proteasom-
abhingiger Schritt die Transkription proteasomaler Gene kontrollierte. Die Entdeckung der
sogenannten PACE-Sequenz (Proteasome Associated Control Element, Sequenz:
GGTGGCAAA) in den Promotoren fast aller proteasomalen Untereinheiten fiihrte zur
Identifikation des fiir diese Gene spezifischen Transkriptionsfaktors Rpn4 (Mannhaupt et al.,
1999). Dieses Protein war bereits als mit dem Proteasom assoziiert beschrieben worden
(Fujimuro et al., 1998). Diese Eigenschaften machten es wahrscheinlich, dass Rpn4 auch in

der Autoregulation des Proteasoms eine wichtige Funktion ibernehmen konnte.

4.1.1 Rpn4 reguliert die Expression von Genen des Ubiquitin/Proteasom-Systems

Die Analyse der Expression proteasomaler Gene zeigte, dass bei verminderter
proteasomaler Aktivitit eine deutliche Transkriptionsinduktion eintrat. Die mRNA-Menge der
untersuchten Gene zeigte einen Anstieg um einen Faktor von ca. 2-3, wenn eine Mutation in
UMP1, UMP2, UMP4 oder UMP5 vorlag (Abb. 4). In Zellen, die zusitzlich zu einer
Mutation in UMP2 oder UMP4 eine Deletion des RPN4-Gens trugen, konnte die Erhéhung
der mRNA-Mengen nicht beobachtet werden (Abb. 5). Man kann daraus schlieen, dass Rpn4
tatsichlich Bestandteil des autoregulatorischen, die Menge aktiver Proteasomen
kontrollierenden Mechanismus ist, und dass es in Saccharomyces cerevisiae kein Protein mit
einer zu Rpn4 redundanten Funktion gibt, das dessen Ausfall ersetzen kann.

Die Deletion von RPN4 bewirkte eine Reduktion der gesamten chymotryptischen
Aktivitit auf ca. 50% des Wertes, der fiir Wildtypzellen ermittelt wurde (Abb. 9). Dies zeigte,
dass in Abwesenheit von Rpn4 die basale Expression zumindest einiger proteasomaler Gene
deutlich reduziert ist. Die mRNA-Menge des PRE8-Gens war in Abwesenheit von Rpn4 um
ca. 35% reduziert, wihrend fiir das PRE1-Gen kein signifikanter Riickgang beobachtet wurde.
Da die Bildung intakter 26S-Proteasomen auf einem stochiometrischen Verhiltnis aller
Untereinheiten beruht, ist die Verringerung der Expression eines einzelnen proteasomalen
Gens um 50% ausreichend, um die beobachtete Reduktion der proteasomalen Aktivitit zu

erkldren.
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Die Halbierung der Gesamtaktivitit ist nicht in Ubereinstimmung mit publizierten Daten,
die in Abwesenheit von Rpn4 eine stirkere Reduktion der Expression der Gene RPT4 und
RPT6 auf 20% bzw. 21% beschreiben (Mannhaupt et al., 1999). Allerdings wurde die
Expression dieser Gene mit Hilfe des Reportergens flir Chloramphenicol-Acetyltransferase
quantifiziert, das unter der Kontrolle des Promotors des RPT4- bzw. RPT6-Gens exprimiert
wurde. Der Transfer der Promotorsequenz in einen anderen genetischen Kontext konnte die
Expressionsstdrke des Reportergens beeinflusst und so zu der beobachteten Differenz gefiihrt
haben.

Die Analyse der phdnotypischen Auswirkungen der RPN4-Deletion zeigte, dass die
Funktion von Rpn4 unter normalen Bedingungen fiir das Zellwachstum nicht bendtigt wird
(Abb. 6). Auch Bedingungen, die zu einer starken Wachstumsbeeintridchtigung von Mutanten
des Ubiquitin/Proteasom-Systems fiihrten, wie z.B. erhohte Temperatur oder die vermehrte
Bildung abnormer Proteine unter dem Einfluss von Cadmiumchlorid oder von Canavanin,
bewirkten nur eine leichte Einschrinkung des Wachstums der rpn4A-Mutante. Die
Kombination der Deletion von RPN4 mit einer Mutation in UMP1, UMP2 oder UMP4 zeigte
dagegen deutliche synthetische Effekte (Abb. 6). Bereits unter normalen
Wachstumsbedingungen (30°C, YPD) war eine Verschlechterung des Wachstums zu
beobachten, die unter Stressbedingungen noch verstiarkt wurde. Besonders stark wirkte sich
das Fehlen des Rpn4-Proteins in Zellen aus, die ebenfalls eine Deletion des UMP1-Gens
trugen. Die gleichzeitige Abwesenheit beider Gene fiihrte zu synthetischer Letalitdt (Abb. 7).
Da die Deletion von RPN4 zu einer Reduktion der konstitutiven Menge aktiver Proteasomen
fiihrt, ist der synthetische Effekt mit den untersuchten ump-Mutationen erkldrbar. Die durch
die Mutationen in UMP1, UMP2 oder UMP4 hervorgerufenen Defekte in der Assemblierung,
Reifung und Aktivitdt des Proteasoms bewirken eine weitere Reduktion der Menge intakter
und aktiver Proteasomen. Umgekehrt bewirkt die Anwesenheit von Rpn4 und die damit
verbundene Erhdhung der Menge aktiver Proteasomen eine Suppression der von Mutationen
des Proteasoms ausgelosten Wachstumsdefekte. Dies konnte besonders deutlich in einem
Stamm mit einer Mutation des PRE4-Gens beobachtet werden. Eine Deletion, die zum
Verlust von 19 Aminosdureresten am C-Terminus des Pre4-Proteins fiihrte (pre4-AC19),
zeigte keine Auswirkungen auf das Wachstum der Hefezellen (Ramos et al., 2004). Wurde
diese Mutation allerdings mit einer Deletion von rpn4 kombiniert, konnte ein starker

Wachstumsdefekt beobachtet werden (Abb. 8). In selektionsbasierten ,,Screening“-Verfahren
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zur Identifikation von neuen Mutanten des Proteasoms konnten so viele Mutationen
iibersehen werden, da ihre Defekte durch die verstirkte Rpn4-abhédngige Neubildung von

Proteasomen maskiert werden.
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Abb. 39 Modell der Regulation der Menge aktiver Proteasomen durch den Transkriptionsfaktor Rpn4
(1) Rpn4 bindet an PACE-Sequenzen in den Promotoren proteasomaler und verschiedener anderer Gene und
aktiviert deren Transkription (2). (3) Die erhohte Expression proteasomaler Gene fiihrt zu einer Steigerung der
Proteasombiogenese. (4) und (5) Rpn4 ist selber ein Substrat des Proteasoms und kann durch Ubiquitin-
abhingige und Ubiquitin-unabhéngige Mechanismen abgebaut werden. Daraus ergibt sich ein
autoregulatorischer ,,Feedback“-Zyklus, der die Menge aktiver Proteasomen in Abhédngigkeit von der
Gesamtaktivitdt der Proteasomen in der Zelle reguliert. Wird die proteasomale Aktivitit beeintrachtigt, so
kommt es zu einer Stabilisierung von Rpn4 und im Zuge dessen zu einer verstirkten Neusynthese von
Proteasomen.
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4.1.2 Rpn4 kontrolliert die Biogenese von Ubiquitin

Da das Ubiquitinsystem vielfiltige Funktionen bei der Bewiltigung unterschiedlicher
Stressfaktoren iibernimmt, ist es verstidndlich, dass die Expression des UBI4-Gens das Ziel
verschiedener Regulationsmechanismen ist, die auf diese Bedingungen reagieren. So enthalt
der UBI4-Promotor sogenannte STRE-Sequenzen (Stress Response Element), an die die
Transkriptionsfaktoren Msn2 und Msn4 binden. Sie induzieren die Transkription unter
anderem als Antwort auf Hitzeschock und oxidativen Stress. Der ebenfalls bei Hitzeschock
aktivierte Hitzeschockfaktor (HSF) bindet an vorhandene HSE-Sequenzen (Heat Shock
Element) (Simon et al., 1999). Daneben enthélt der Promotor auch Erkennungssequenzen fiir
die Bindung von Hap1 und des Hap2/3/4-Komplexes. Diese Transkriptionsfaktoren regulieren
die Genaktivitit in Abhédngigkeit vom respiratorischen Zustand der Zelle und werden zur
Aktivierung von Genen fiir mitochondriale Funktionen bendtigt (Watt und Piper, 1997).
AuBlerdem ist bekannt, dass die UBI4-Expression bei DNA-Schidden, in Anwesenheit von
Aminosdureanaloga oder von Schwermetallen, in der stationdren Phase, bei geringem
Nihrstoffangebot und in der Meiose induziert wird (Finley et al., 1987; Watt und Piper, 1997,
Simon et al., 1999). Verschiedenste Stresssignale werden also zur Regulation der
Ubiquitinsynthese integriert, um auf ein breites Spektrum an Anforderungen reagieren zu
konnen. Die Anwesenheit einer PACE-Sequenz im Promotor des UBI4-Gens suggerierte, dass
ebenfalls eine Regulation durch Rpn4 stattfinden konnte (Mannhaupt et al., 1999). Die
Analyse der UBI4-Transkriptmenge zeigte eine verstirkte UBI4-Expression in ump-Mutanten
(Abb. 11). Die Deletion von RPN4 in ump2 und ump4 fiihrte zu einer Verringerung der
Induktion, jedoch blieb die mRNA-Menge gegeniiber der rpn4-Deletionsmutante erhdht
(Abb. 12). Dies zeigte, dass Rpn4 an der gesteigerten Expression von UBI4 beteiligt ist,
parallel wirkende Signalwege jedoch ebenfalls eine Induktion der Expression bewirken. Diese
filhren offenbar auch dazu, dass in der rpn4A-Mutante eine Erhohung der UBI4-mRNA-
Menge gegeniiber dem Wildtyp erkennbar ist.

Auf Proteinebene zeigte die Untersuchung der Ubiquitinmenge, dass sich die Deletion von
RPN4 &hnlich auswirkt wie eine Mutation von UMP1, UMP2 oder UMP4. Es kam hier zu
einer Akkumulation hochmolekularer Ubiquitinkonjugate bei gleichzeitiger Reduktion der
Menge freien Ubiquitins (Abb. 14). Es wire mdoglich, dass das Fehlen freien Ubiquitins
unabhingig von der Funktion des Proteasoms eine verstarkte Ubiquitinsynthese bewirkt. Hier

konnte das Ausbleiben einer Ubiquitin-abhidngigen Reaktion in der Antwort auf andere
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Stressbedingungen wie z.B. oxidativen Stress zu einer Induktion der Transkription fiihren, die
durch einen der oben geschilderten Transkriptionsfaktoren gesteuert wird.

Da das UBI4-Gen eine PACE-Sequenz im Promotor trigt, konnte man vermuten, dass die
Deletion von RPN4 zu einer synthetischen Verstirkung der Wachstumsdefekte der
ump3-Mutante fiihrt. Dies ist jedoch nicht der Fall. Es konnte vielmehr eine gewisse
Suppression dieser Wachstumsdefekte beobachtet werden (Abb. 13). Durch das Fehlen der
Aktivitdt des Doa4-Proteins wird das Ubiquitin zusammen mit den Substratproteinen durch
das Proteasom abgebaut (Swaminathan et al., 1999). Die Reduktion der Menge aktiver
Proteasomen durch die Deletion des RPN4-Gens fiihrt zu einer Verzogerung des Abbaus
ubiquitylierter Proteine. Dadurch haben losliche zytosolische Deubiquitinierungsenzyme
mehr Zeit, Ubiquitin zu regenerieren und somit der Zelle wieder zur Verfiigung zu stellen. Ein
dhnlicher balancierender Effekt konnte fiir die Kombination der Deletion von UMP3 mit der

Deletion von UMP1 gezeigt werden (London et al., 2004).

4.1.3 Rpn4 ist ein ungewohnliches Substrat des Proteasoms

Rpn4 reguliert die Expression von Genen unter anderem in Abhéngigkeit von der Menge
aktiver  Proteasomen. Damit die  Vorginge des Proteinabbaus und der
Transkriptionsaktivierung korreliert werden kdnnen, muss es einen Mechanismus geben, der
die Integritdt oder die Aktivitdt des Proteasoms detektiert und davon abhédngig die Aktivitit,
die Menge oder die Lokalisierung von Rpn4 beeinflusst. Eine Mdoglichkeit die Aktivitit von
Rpn4 direkt zu kontrollieren wére gegeben, wenn Rpn4 selbst ein Substrat des Proteasoms
wire. Die Reduktion der proteasomalen Aktivitdt wiirde direkt zu einer Stabilisierung und
damit zu einer erhdhten Menge von Rpn4 fiihren. Eine weitere Mdglichkeit wére, dass ein
anderes Substrat des Proteasoms die Aktivitit oder die Menge von Rpn4 bestimmt. Dies
konnte z.B. ein Interaktionspartner von Rpn4 sein, ohne den eine Transkriptionsaktivierung
nicht moglich wire. Es konnte sich auch um ein Protein handeln, dass eine posttranslationale
Modifikation, z.B. eine Phosphorylierung von Rpn4, durchfiihrt, die eine Aktivierung von
Rpn4 bewirkt oder eine Lokalisation in den Kern ermdglicht, so wie dies z.B. fiir den
Transkriptionsfaktor NF-kB beschrieben ist (Lin et al., 1998).

Die Untersuchungen des Rpn4-Proteins zeigten zunéchst, dass in Zellen mit defektem

Proteasom eine erhohte Rpn4-Menge vorliegt (Abb. 15). Tatsdchlich konnte durch
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weitergehende Analysen gezeigt werden, dass Rpn4 ein extrem instabiles Protein ist, das in
Proteasommutanten stabilisiert wird (Abb. 16). Eine Erhohung der Menge falsch gefalteter
und abnormer Proteine durch Zugabe von Canavanin fiihrte ebenfalls zu einer Stabilisierung
des Proteins (Abb. 18 und 19). Rpn4 ist also selbst ein Substrat des Proteasoms. Dies
ermoglicht der Zelle, eine direkte Korrelation zwischen der Aktivitit des proteasomalen
Proteinabbaus sowie der Menge und damit Aktivitit des Rpn4-Proteins herzustellen. Die
Stabilitdit von Rpn4 wurde vor allem durch die das Proteasom betreffenden Mutationen
beeinflusst. Die Mutation von UMP3, die durch Reduktion der Menge freien Ubiquitins die
Ubiquitylierung von Proteinen beeintrichtigt, zeigte keine deutliche Auswirkung auf die
Menge von Rpn4. Diese Beobachtung deutete auf einen ungewodhnlichen Mechanismus des
Abbaus von Rpn4 hin, bei dem die Ubiquitylierung nur eine untergeordnete oder gar keine
Rolle spielt. Ein solcher Mechanismus konnte fiir verschiedene andere Proteine gezeigt
werden (Murakami et al., 1992; Orlowski und Wilk, 2003). Diese Ergebnisse werden auch
durch andere Arbeiten bestdtigt, die flir Rpn4 einen Ubiquitin-unabhéingigen
Abbaumechanismus beschreiben (Xie und Varshavsky, 2001; Ju und Xie, 2004). Es konnte
gezeigt werden, dass in vitro eine Interaktion zwischen Rpn4 und Rpn2, einer Untereinheit
des 19S-Komplexes, stattfindet. Eine solche direkte Interaktion konnte die Unabhingigkeit
des Abbaus von Rpn4 von einer Ubiquitylierung erkldren. Im N-terminalen Bereich
(Aminosduren 1-151) von Rpn4 konnte ein transferierbares Abbausignal lokalisiert werden
(Xie und Varshavsky, 2001). Wurde dieser Bereich deletiert, so war das verkiirzte Protein
stabil. Die C-terminale Doméne von Rpn4 war allerdings nach wie vor zur Bindung an Rpn2
befdhigt. Die Bindung an Rpn2 ist also alleine keine hinreichende Vorraussetzung flir den
Abbau des Proteins. Der Ubiquitin-unabhingige Abbau von Rpn4 konnte auch auf die
Funktion eines Adapterproteins angewiesen sein, dhnlich wie dies fiir den Antizym-
vermittelten Abbau der Ornithin-Decarboxylase (Odc) beschrieben ist. Ein solches Protein
konnte die Interaktion zwischen dem Proteasom und Rpn4 in einer Weise herstellen, dass
Rpn4 entfaltet und in das Innere des Proteasoms eingschleust wird. Ein solcher Mechanismus
konnte génzlich unabhingig von der Interaktion zwischen Rpn2 und Rpn4 stattfinden. Bisher
ist ein solches Protein jedoch noch nicht bekannt.

Eine weitergehende Analyse des Abbaus von Rpn4 ergab kiirzlich, dass neben dem
Ubiquitin-unabhédngigen auch ein Ubiquitin-abhingiger Mechanismus vorhanden ist (Ju und

Xie, 2004). Beide Wege sind unabhdngig von einander in der Lage, Rpn4 mit einer
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vergleichbaren Halbwertszeit abzubauen. Erst wenn beide Wege unterbunden werden, kommt
es zu einer deutlichen Stabilisierung von Rpn4 (Abb. 17). Es konnte gezeigt werden, dass der
frei zugdngliche N-Terminus des Rpn4-Proteins (Aminosduren 1-10) fiir die Ubiquitin-
unabhingige Proteolyse notwendig ist. Die Deletion dieses Abschnitts oder die Blockierung
des N-Terminus durch Fusion mit einem kurzen Peptid verhinderte diesen Abbau. Der
Ubiquitin-abhiingige Mechanismus ist hingegen auf die Anwesenheit eines Lysinrestes
innerhalb der 229 N-terminal gelegenen Aminosdurereste angewiesen. Die Funktion dieser
zwei Mechanismen im Abbau von Rpn4 ist noch ungekldrt. Die Integration Ubiquitin-
abhingiger und -unabhéngiger Mechanismen konnte zu einer strikteren Kontrolle der Rpn4-
abhédngigen Genexpression flihren. Ist nur der Ubiquitin-abhéngige Mechanismus gestort, so
konnte eine volle Stabilisierung von Rpn4 zu einer fiir die Zelle schiidlichen Uberexpression
von Zielgenen flihren. Nur wenn beide Mechanismen beeintréchtigt sind, wird die Menge von

Rpn4 deutlich gesteigert (Ju und Xie, 2004).

Da der genaue Mechanismus des Rpn4-Abbaus noch nicht aufgekldrt war, wurde ein
genetisches ,,Screening“-Verfahren durchgefiihrt, um Komponenten zu identifizieren, die an
diesem Abbau beteiligt sind. Eine Fusion des RPN4-Gens mit dem Gen fiir das Ura3-Protein
(Orotidin-5'-phosphat-Decarboxylase) sollte es ermdglichen, Mutationen zu isolieren, die
aufgrund der Stabilisierung des Rpn4-Ura3-Fusionsproteins der Zelle ein Wachstum in
Abwesenheit von Uracil im Medium zu ermoéglichen. In einem ersten Schritt konnte eine
grof3e Zahl von Klonen isoliert werden, die dieses Kriterium erfiillten. Die weitere Analyse
zeigte jedoch, dass sich fast alle der so isolierten putativen Mutationen dominant verhielten.
Die ungewdhnlich hohe Zahl dominanter Mutationen deutete daraufthin, dass wihrend der
Selektion durch homologe Rekombination eine Trennung zwischen dem RPN4-Gen und dem
URA3-Gen stattgefunden haben konnte. Dies wiirde dazu fiihren, dass das Ura3-Protein nicht
mehr durch das Proteasom abgebaut wird und daher stabil ist. Eine solche Trennung konnte
z.B. durch Rekombination mit dem originalen URA3-Lokus oder dem RPN4-Lokus im
Hefegenom eintreten. Zur Verhinderung einer solchen Rekombination kdnnten diese beiden
Loci vor der Integration des RPN4-URA3-Fusionsgens deletiert werden.

Die Analyse der verbliebenen Klone fiihrte zur Isolierung der Mutanten dor2 und dor3
(Abb. 21). Beide zeigten reproduzierbares Wachstum auf Medien, die kein Uracil enthielten.
Gleichzeitig konnte jedoch kein signifikantes Wachstum in Abwesenheit von Histidin

beobachtet werden, was eine Stabilisierung des im verwendeten Stamm ebenfalls



Diskussion 88

vorhandenen Modellsubstrats Arg-His3 angezeigt hitte. Die gleichzeitige Stabilisierung
dieses Substrats des ,,N-end-rule“-Abbauweges und von Rpn4 hitte auf eine generelle
Beeintrachtigung der proteasomalen Aktivitit hingedeutet. Auch die Analyse der
proteasomalen Aktivitdt in diesen Mutanten zeigte, dass keine Storung des Proteasoms selbst
vorlag (Abb 23).

Die Untersuchung des Einflusses der Mutationen in DOR2 und DOR3 auf die Stabilitit
von Rpn4 zeigte, dass dor2 den Ubiquitin-abhéngigen und den Ubiquitin-unabhéngigen
Abbau von Rpn4 gleichermaBen beeintrachtigt, wahrend die dor3-Mutation einen
spezifischen Defekt im ubiquitin-abhidngigen Abbau von Rpn4 bewirkt (Abb. 22). Obwohl
normalerweise keine deutliche Verldngerung der Halbwertszeit des Rpn4-Proteins
festzustellen war, wenn nur einer der beiden Abbauwege aktiv war, konnte die dor3-Mutante
hier isoliert werden. Hier konnte die Fusion mit dem Ura3-Protein einen stabilisierenden
Effekt ausiiben, so dass es bei gleichzeitiger Beeintrichtigung des Ubiquitin-abhingigen
Abbauweges zu einer Anhdufung des Rpn4-Ura3-Proteins kommt, was den Zellen ein

Wachstum in Abwesenheit von Uracil ermdglicht.

In dieser Arbeit konnte der starke Wachstumsdefekt der dor2-Mutante konnte genutzt
werden, um durch Komplementation aus einer Genbank Plasmide zu isolieren, die das
Wildtypgen des durch die Mutation betroffenen dor2-Allels enthalten konnten. Alle auf diese
Weise identifizierten Plasmide enthielten genomische DNA-Fragmente desselben
Chromosoms. Das einzige Gen, das in allen diesen Fragmenten enthalten war, war das FHL1-
Gen. Dies deutete daraufthin, dass dor2 und FHL1 allel zu einander sind (Abb. 24).
Tatséchlich fiihrte die Expression des aus einem der Genbankplasmide subklonierten FHL1-
Gens zu einer Suppression des Wachstumsdefektes (Abb. 25). Das DOR2 und FHL1
tatsdchlich allel sind konnte z.B. durch die Kreuzung der dor2-Mutante mit einem Stamm
erbracht werden, in dem das FHL1-Gen deletiert wurde. Der resultierende diploide Stamm
miisste ebenfalls den Wachstumsdefekt aufweisen, da die beiden Mutationen den Phénotyp
nicht komplementieren konnten. Zur Identifizierung der Mutation in dor2 miisste das
betroffene Gen sequenziert werden.

Eine Literaturrecherche ergab, dass das Fhll-Protein zur Familie der ,Forkhead“-
Transkriptionsfaktoren gehdrt. Es wurde mit der Prozessierung von rRNA in Verbindung
gebracht, und die Uberexpression von FHL1 fiihrte zu einer Suppression von Mutationen in

der RNA-Polymerase III (Hermann-Le Denmat et al., 1994). Bei der Untersuchung der
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Stabilitit von Rpn4 in der dor2-Mutante konnte ecine auffallend niedrige zelluldre
Proteinkonzentration festgestellt werden, die auf die fehlerhafte Prozessierung der
ribosomalen RNA in Abwesenheit von Fhll zuriick gefiihrt werden konnte (Daten nicht
gezeigt). Die hier dokumentierten Analysen zeigen zum ersten Mal eine Verbindung von Fhil
mit dem Ubiquitin/Proteasom-System. Es wire denkbar, dass durch eine Reduktion der Zahl
funktionsfahiger Ribosomen eine Verschiebung in der Proteinzusammensetzung der Zelle
stattfindet, so dass bestimmte Proteine gegeniiber anderen unterrepriasentiert sind. Auf diese
Weise konnte ein Protein betroffen sein, das am Abbau von Rpn4 beteiligt ist. Wie kann ein
solches Protein nun an beiden Abbauwegen des Rpn4-Proteins beteiligt sein? Eine
Moglichkeit wire, dass der Abbau von Rpn4 nur dann induziert wird, wenn das Protein in
einem bestimmten Kompartiment lokalisiert ist, z.B. im Nukleus. Die Lokalisierung kdnnte in
der dor2-Mutante durch eine Reduktion des Transports aus dem Zytosol in den Nukleus
verandert sein. Auch konnte ein Interaktionspartner von Rpn4 an der korrekten Lokalisierung
beteiligt sein, der in der dor2-Mutante moglicherweise unterrepriasentiert ist. Eine weitere
Moglichkeit ist, dass ein Schritt in der Bindung des Rpn4-Proteins durch das Proteasom
gestort ist. Die Beobachtung, dass die dor2-Mutation keine Stabilisierung des Modellsubstrats
Arg-His3 bewirkt konnte dann dadurch erklart werden, dass verschiedene Substrate in
unterschiedlicher Weise zum Proteasom gebracht werden (Verma et al., 2004), und der

Mechanismus auf dem der Arg-His3-Abbau beruht hier nicht beeintrachtigt ist.

Fiir die dor3-Mutante konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das betroffene Protein
wahrscheinlich eine Funktion im Ubiquitin-abhéngigen Abbau von Rpn4 besitzt (Abb. 22). Es
konnte sich hierbei um ein Gen handeln, das fiir ein Ubiquitin konjugierendes Enzym oder fiir
eine Ubiquitin-Protein-Ligase kodiert. Eine Mutation im UBA1-Gen oder in einem Gen, das
eine generelle Funktion in der Substratubiquitylierung besitzt, ist dagegen eher
unwahrscheinlich, da die dor3-Mutation keinen Einfluss auf den Abbau des Modellsubstrats
Arg-His3 zeigte. Durch die Sensitivitit der Mutante gegeniiber Canavanin kénnte eine zur

Identifikation von DOR2 analoge Klonierungsstrategie angewendet werden.

Die Tatsache, dass Rpn4 Ubiquitin-abhédngig und -unabhéngig abgebaut wird, erschwert
die Identifikation einzelner Komponenten dieser Mechanismen. Aufgrund der prisentierten
Ergebnisse konnte nun ein optimiertes ,,Screening®-Verfahren durchgefiihrt werden, bei dem

gezielt nach Komponenten des einen oder des anderen Abbauweges gesucht wird. Z.B. konnte
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ein Flag-Rpn4-Ura3-Fusionsprotein benutzt werden. Da hier der Ubiquitin-unabhingige
Abbau bereits verhindert ist, konnten Komponenten identifiziert werden, die an der
Ubiquitylierung von Rpn4 beteiligt sind. Umgekehrt konnte man z.B. die ump3-Mutante als
Ausgangsstamm fiir die Suche nach Komponenten benutzen, die spezifisch fiir den Ubiquitin-

unabhingigen Weg sind.

4.1.4 Rpn4 ist Bestandteil eines Proteinkomplexes

Die Analyse von Rohextrakten aus Zellen, die ein epitopmarkiertes Rpn4-Protein
enthielten, zeigte, dass dieses nicht als freies Protein, sondern als Untereinheit eines
Komplexes mit einer molekularen Masse von ca. 290 kDa auftrat (Abb. 26). In Fraktionen, in
denen Komplexe des 26S-Proteasoms vorlagen, konnte hingegen kein Rpn4-Protein detektiert
werden. In verschiedenen Publikationen wurde die Assoziation von Rpn4 mit anderen
Proteinen gezeigt werden. So interagierte es z.B. in vitro mit der 19S-Untereinheit Rpn2 (Xie
und Varshavsky, 2001). Rpn4 wurde sogar als Untereinheit des 26S-Komplexes beschrieben
(Fujimuro et al., 1998). Die Tatsache, dass die Menge von Rpn4 nicht in einem
stochiometrischen Verhiltnis zu anderen Untereinheiten in diesem Komplex auftritt, spricht
jedoch gegen diese Annahme. Die beschriebene Koprizipitation mit dem 26S-Proteasom
konnte auch dadurch erklart werden, dass Rpn4 als Substrat eine transiente Interaktion mit
Rpn2 eingeht, die auf den ungewohnlichen Ubiquitin-unabhidngigen Abbaumechanismus
zuriickzufiihren sein konnte.

Eine funktionelle Interaktion von Rpn4 mit dem 19S-Komplex konnte fiir Aufgaben
wichtig sein, in denen eine Assoziation mit DNA oder mit Komponenten der RNA-
Polymerase stattfindet. So konnte gezeigt werden, dass der 19S-Komplex fiir die
Transkriptionselongation durch RNA-Polymerase II benétigt wird (Ferdous et al., 2001;
Ferdous et al., 2002), und dass auch das 26S-Proteasom in einer transkriptionsabhéngigen
Weise mit verschiedenen Genen assoziiert ist, wobei eine Interaktion mit der
RNA-Polymerase I stattfindet (Gillette et al., 2004). Es konnte auch gezeigt werden, dass der
19S-Komplex unabhingig vom 20S-Proteasom eine Funktion in der DNA-Reparatur besitzt
(Russell et al., 1999; Gillette et al., 2001). Man kann spekulieren, dass Rpn4 hier unabhingig
von der Bindung an PACE-Sequenzen eine Rolle in der Assoziation von 19S- oder

26S-Komplexen mit der RNA-Polymerase erfiillen konnte.
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Fiir einen Subkomplex des 19S-Komplexes konnte ebenfalls eine Funktion in der
RNA-Polymerase II-abhdngigen Transkription beschrieben werden. Dabei interagiert ein als
APIS (AAA-proteins independent of 20S) bezeichneter Komplex, der alle sechs ATPase-
Untereinheiten des 19S-,,.Base“-Komplexes enthélt, mit dem Transkriptionsfaktor Gal4 und
bindet an die Promotoren verschiedener Gene des Galaktose-Regulons (Gonzalez et al.,
2002). Eine Beteiligung von Rpn4 konnte hier allerdings noch nicht gezeigt werden.

Zur Identifikation anderer Untereinheiten wurde eine Aufreinigung des Rpn4-Komplexes
durchgefiihrt. Aufgrund der geringen Menge an Rpn4 in der Zelle und des Befunds, dass das
C-terminale Ha-Epitop des Rpn4-ha-Proteins im nativen Zustand fiir einen anti-Ha-
Antikorper nicht zugénglich war, war es nicht moglich eine geniigend grofe Menge zu
gewinnen, um so mit Coomassie oder Silber gefdrbte Proteinbanden aus einem
Polyacrylamidgel zu isolieren. Auch hier konnen basierend auf den in dieser Arbeit
beschriebenen Beobachtungen optimierte Versuchsansitze entwickelt werden, um grofere
Mengen des Rpn4-Komplexes aufzureinigen. Z.B koénnte man versuchen eine N-terminal
epitopmarkierte Variante des Proteins aus Zellen der ump3-Mutante zu isolieren. In diesem
Fall sollte die Halbwertszeit des Rpn4-Proteins deutlich verldangert sein und eine erhdhte

Rpn4-Menge hervorrufen.

4.2 Rpn4ist Teil eines Netzwerks, das verschiedene Stressantworten

integriert

Untersuchungen der zelluldren Antwort auf verschiedene Stressbedingungen ergaben, dass
Rpn4 die Transkription einer grofen Zahl von Genen reguliert (Jelinsky et al., 2000). Zu
diesen Genen gehoren sowohl solche, die fiir Komponenten des Ubiquitin/Proteasom-Systems
kodieren als auch solche, deren Produkte in der DNA-Reparatur fungieren. Interessant ist,
dass fiir eine Reihe von Genen, deren Produkte eine Funktion in der DNA-Reparatur besitzen,
eine regulatorische Sequenz im Promotor beschrieben wurde, die als MAG1-URS2 (MAGI1-
Upstream Repressing Sequence) bezeichnet wurde und die der PACE-Sequenz sehr dhnlich
ist (PACE: GGTGGCAAA, MAG1-URS2: GGTGGCGA) (Singh und Samson, 1995; Jelinsky
et al., 2000). Obwohl diese Sequenz urspriinglich als Bindeelement fiir einen Repressor
beschrieben wurde, schlie8t dies eine Transkriptionsaktivierung durch Rpn4 nicht aus. Es

konnte gezeigt werden, dass die Expression einiger dieser Gene nach Induktion von DNA-
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Schaden durch Rpn4 verstarkt wird (Jelinsky et al., 2000). Rpn4 ist also ein zentraler
Bestandteil einer Stressantwort, die eine Vielzahl von Einfliissen integriert und verschiedene
Mechanismen der Stressabwehr beziehungsweise der Einddmmung von Schiden auslost. Da
Komponenten des Ubiquitin/Proteasom-Systems in verschiedenen Arbeiten bereits mit der
Beseitigung von DNA-Schédden in Verbindung gebracht wurden (Russell et al., 1999; Gillette
etal., 2001; Hoege et al., 2002); siche auch Kap. 4.1.4), erscheint eine Verkniipfung zwischen

der Antwort auf solche Schiaden und der Expression proteasomaler Gene durch Rpn4 sinnvoll.

4.2.1 Die Deletion von RPN4 bewirkt eine Sensitivitdt gegen die DNA-alkylierende

Substanz Methylmethansulfonat und gegen Koffein

Die Analyse der Wachstumseigenschaften der rpn4-Deletionsmutante ergab, dass eine
deutliche Sensitivitdt gegeniiber der DNA-schddigenden Substanz Methylmethansulfonat
(MMS) und gegentiiber Koffein vorlag. Auch die Stimme mit Mutationen in UMP1 - UMP5
zeigten eine deutliche Sensitivitéit gegeniiber diesen Chemikalien (Abb. 29).

MMS bewirkt die Alkylierung von Basen in der DNA und fiihrt so zu DNA-Schéden, die
durch Basenexzisions- oder Nukleotidexzisionsreparatur beseitigt werden (Jelinsky und
Samson, 1999). Die Zugabe von Koffein bewirkt eine Aufhebung des G2/M-Kontrollpunkts
(,,Checkpoint®) des Zellzyklus, der auch als ,,DNA-damage checkpoint® bezeichnet wird
(Schlegel und Pardee, 1986). Dieser Kontrollpunkt verhindert normalerweise das
Fortschreiten der Mitose, wenn umfangreiche Schiden in der DNA vorliegen. Diese
Unterbrechung des Zellzyklus ermoglicht es den DNA-Reparaturmechanismen die Schiden
zu beseitigen, bevor die Mitose abgeschlossen wird. Koffein inhibiert dabei die Weiterleitung
des Signals, das durch Proteinkinasen auf die Effektorproteine {libertragen wird (Rowley und
Zhang, 1999; Moser et al., 2000; Kaufmann et al., 2003). In S. cerevisiae wird hier das Signal
durch den ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated)-dhnlichen Komplex iiber mehrere
Proteinkinasen letztlich auf die Proteine Chkl, Dunl, Cdc5 und Pdsl iibertragen (Zhou und
Elledge, 2000). In Schizzosaccharomyces pombe konnte gezeigt werden, dass das Rhp6-
Protein, das zu Ubc2 aus S. cerevisiae homolog ist, fiir die Koffein-abhangige Umgehung des
»DNA-damage checkpoints* benétigt wird (Rowley und Zhang, 1999).

Um die Verbindung zwischen der Reaktion auf MMS oder Koffein und der Regulation

der Expression proteasomaler Gene zu untersuchen, wurde der Einfluss auf die Menge bzw.
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Stabilitdit von Rpn4 untersucht. Die Zugabe von MMS bewirkte eindeutig eine starke
Induktion der RPN4-Transkription, in deren Folge auch die Menge des Rpn4-Proteins ansteigt
(Abb. 30). Ein Einfluss auf die Stabilitdt von Rpn4 konnte hier nicht beobachtet werden (Abb.
31). Die Expression von RPN4 wird durch verschiedene Transkriptionsfaktoren gesteuert. Im
Promotorbereich befinden sich zwei Erkennungssequenzen fiir die Transkriptionsfaktoren
Pdrl und Pdr3, die als PDRE (Pleiotropic Drug Resistance Element) bezeichnet werden
(Owsianik et al., 2002). Diese Proteine werden bei Zugabe verschiedenster, die Zelle
schddigender Substanzen aktiviert und induzieren die Synthese von Proteinen, die zur
Beseitigung dieser Substanzen fithren (DeRisi et al., 2000). Neben den PDR-Elementen ist
auch eine als YRE (Yapl Response Element) bezeichnete Sequenz vorhanden, die den
Transkriptionsfaktor Yapl bindet (Owsianik et al., 2002). Dieser Transkriptionsfaktor steuert
die Expression verschiedener Gene in Antwort auf oxidativen Stress und verschiedene
Chemikalien (Fernandes et al., 1997; Rodrigues-Pousada et al., 2004); siche Kap. 4.2.2).
Wahrscheinlich ~ filhrt die Zugabe von MMS zu einer Aktivierung dieser
Transkriptionsfaktoren und damit zu einer Induktion der RPN4-Expression.
Interessanterweise enthélt der Promotor des YAP1-Gens eine PACE-Sequenz und wird von
Rpn4 reguliert, so dass sich hier eine wechselseitige Abhingigkeit ergibt, die zu einer
Verstiarkung der Induktion fiihren konnte.

Die Zugabe von Koffein fiihrte ebenfalls zu einer leichten Induktion der
RPN4-Expression, gleichzeitig bewirkte sie liberraschenderweise eine Abnahme der Menge
des Rpn4-Proteins (Abb. 32). Nach 30min konnte im Western-Blot kein Rpn4 mehr
nachgewiesen werden. Eine Analyse des Abbaus von Rpn4 in Gegenwart von Koffein zeigte,
dass die Halbwertszeit des Rpn4-Proteins verringert ist (Abb. 33). Es konnte sein, dass durch
Zugabe von Koffein der Abbau von Rpn4 verstarkt wird, oder dass eine Prozessierung von
Rpn4 stattfindet, die ebenfalls zum Verschwinden des Volllingenproteins fithren wiirde. Da
bei der Untersuchung von Rpn4 durch Western-Blot eine groflere Zahl von Abbauprodukten
detektiert wurde, konnte keine eindeutige Aussage dariiber getroffen werden (Daten nicht
gezeigt). Es wire interessant den Einfluss von Koffein in Zellen zu untersuchen, in denen das
Proteasom durch Zugabe eines Inhibitors vollstindig inaktiviert wurde. Dies wiirde die Frage
beantworten, ob die Reduktion der Rpn4-Menge durch einen proteasomabhéngigen Schritt

bewirkt wird.
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Der Einfluss von Koffein auf die Stabilitdt von Rpn4 erscheint zundchst widersinnig. Die
Abwesenheit von Rpn4 nach Deletion des RPN4-Gens fiihrt zu einer starken Sensitivitdt
gegeniiber Koffein. Gleichzeitig bewirkt die Zugabe von Koffein bei Wildtyp-Zellen eine
starke Abnahme dieses Proteins. Eine Moglichkeit dieses Paradoxon zu erkldren, ist die
Annahme, dass Koffein zu einer posttranslationalen Modifikation des Rpn4-Proteins fiihren
konnte, die dessen Transkriptionsfunktion verstirkt und damit eine Toleranz gegeniiber
Koffein ermoglicht, gleichzeitig aber auch eine erhohte Abbaurate bewirkt. Ein solcher
Mechanismus konnte fiir den viralen Transkriptionsfaktor VP16 gezeigt werden, der erst
durch Monoubiquitylierung aktiviert wird. Diese Modifikation ist zugleich Ausgangspunkt fiir
eine nachfolgende Polyubiquitylierung, die zum Proteasom-abhéngigen Abbau des Proteins
fithrt (Salghetti et al., 2001). Dieser Mechanismus wird auch als ,,Licensing™ bezeichnet, und
man vermutet, dass hierdurch eine strikte Kontrolle der Transkriptionsaktivierung ermdglicht
wird (Salghetti et al., 2000; Salghetti et al., 2001; Muratani und Tansey, 2003). Auch fiir den
Transkriptionsfaktor c-Myc konnte eine Regulation der Aktivierung und der Stabilitdt durch
das Ubiquitinsystem gezeigt werden (Kim et al., 2003). In beiden Fillen wird die
Ubiquitylierung durch den SCF-Komplex katalysiert (Salghetti et al., 2000; Kim et al., 2003).

Abb. 40 Modell zur Erklérung
der potenziellen Einfliisse von
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— Rpnd) Mechanismus der &hnlich dem
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E2/E3 einer Erhohung der Rpn4-
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Ein dhnlicher Mechanismus konnte auch in der Regulation von Rpn4 eine Rolle spielen.
Dies wiirde zu einer weiteren Verbindung zwischen Ubiquitin/Proteasom-abhingigem
Proteinabbau und der Regulation der Expression proteasomaler Gene durch Rpn4 fiihren. Da
Rpn4 sowohl abhéngig als auch unabhingig von einer Ubiquitylierung durch das Proteasom
abgebaut wird, ist ein solcher Mechanismus vorstellbar. Es konnte jedoch kein Einfluss des
SCF-Komplexes auf die Stabilitdt von Rpn4 nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt), und
eine Abhingigkeit der Transkriptionsaktivitdt von Ubiquitin wurde bisher nicht beschrieben.

Die Untersuchung der Auswirkung der Koffeinzugabe auf Rpn4 und Flag-Rpn4 zeigte,
dass ein freier N-Terminus des Rpn4-Proteins fiir die Reduktion der Rpn4-Menge erforderlich
ist (Abb. 34). Dies deutet zunichst daraufhin, dass ein gesteigerter Abbau also iiber den
Ubiquitin-unabhéngigen Mechanismus erfolgen konnte. Allerdings zeigt auch die Reduktion
der Ubiquitinmenge in der ump3-Mutante eine Auswirkung auf die Koffein-abhéngige
Reaktion. Es wiére daher auch denkbar, dass eine Modifikation von Rpn4, vielleicht unter
Beteiligung von Ubiquitin, stattfindet, die durch Fusion des N-Terminus mit dem Flag-Epitop
verhindert wird. Der Unterschied in der Auswirkung der Blockierung des N-Terminus und der
Mutation in UMP3 konnte dadurch erklart werden, dass die erstgenannte Verdnderung diesen
Mechanismus vollstindig blockiert, da 100% des Rpn4-Proteins verdndert sind. Die
Reduktion der Ubiquitinmenge in der ump3-Mutante ist hingegen nicht vollstindig, so dass
immer noch eine ausreichende Menge zur Verfligung steht. Die ump3-Mutation fiihrt
lediglich zu einer Beeintrachtigung.

Auch eine Prozessierung von Rpn4, die zu einer Erhohung der Transkriptionsaktivitét
fiihren konnte, kdnnte von einem intakten und zugédnglichen N-Terminus abhéngig sein. Ein
solcher Mechanismus ist fiir die Transkriptionsfaktoren Spt23 und NFxB beschrieben, die
durch regulierte Ubiquitin/Proteasom-abhéngige Prozessierung (RUP) gespalten werden und
dann in den Nukleus gelangen (Hoppe et al., 2000).

Alternativ konnte auch ein Interaktionspartner von Rpn4 modifiziert werden, der dessen
Aktivitit verdndert, aber auch zu einer erhohten Abbaurate von Rpn4 fiihrt. Hier wére es auch
denkbar, dass der Ubiquitin-abhingige Abbau von Rpn4 verstirkt wird, wenn der

Interaktionspartner an diesem Mechanismus beteiligt ist.

Die genaue Ursache der Sensitivitdt von ump-Mutanten gegeniiber MMS und Koffein ist
noch ungeklart. Verschiedene Arbeiten konnten =zeigen, dass Komponenten des

Ubiquitinsystems in DNA-Reparaturmechanismen involviert sind. So ist das Ubiquitin-
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konjugierende Enzym Ubc2 ein wichtiger Bestandteil der post-replikativen DNA-Reparatur
(Hoege et al., 2002). Auch der 19S-Komplex und das 26S-Proteasom konnten mit DNA-
Reparaturmechanismen und Transkriptionsvorgdngen in Verbindung gebracht werden
(Ferdous et al., 2001; Gillette et al., 2001; Ferdous et al., 2002; Gonzalez et al., 2002; Gillette
et al., 2004). Die genaue Funktion dieser Komplexe in der DNA-Reparatur oder Transkription
ist bisher noch ungekldart. Die Beteiligung proteasomaler Komplexe an diesen
Reparaturvorgéngen erklért jedoch, warum Mutationen, die zu einer Verringerung der Menge
oder Aktivitdit des Proteasoms fiihren, eine Sensitivitdt gegeniiber DNA-Schéden oder

Beeintrachtigungen von Transkriptionsvorgéngen auslosen konnen.

4.2.2 Die Uberexpression von YAP1 oder SSZ1 supprimiert die MMS- und
Koffeinsensitivitat der rpn4-Deletionsmutante

Um solche Gene zu identifizieren, deren Produkte spezifisch an der durch Rpn4
kontrollierten Antwort auf DNA-Schiden beteiligt sind, wurden Zellen, in denen das
RPN4-Gen deletiert war, mit einer Genbank transformiert, die auf der Basis des 2p-Plasmids
erstellt worden war. Die hohe Kopienzahl eines der Genbankplasmide in der Zelle fiihrt zu
einer erhdhten Gendosis. Auf diese Weise kommt es zu einer Uberexpression der in diesen
Plasmiden enthaltenen Gene. Durch die Authebung der Rpn4-Abhingigkeit der Expression
solcher Gene, die in Anwesenheit von Koffein oder MMS fiir die Zellviabilitit entscheidend
sind, konnten die Wachstumsdefekte der rpnd-Deletionsmutante in Gegenwart dieser
Substanzen supprimiert werden.

Die Transformation der rpn4-Deletionsmutante mit einer solchen Genbank fiihrte
tatsdchlich zur Isolierung mehrerer Kolonien, die in Anwesenheit von 10mmol/l Koffein
reproduzierbar wachstumsfihig waren. Auf diesem Wege konnten die Gene YAP1 und SSZ1
identifiziert werden, deren Uberexpression nicht nur die Sensitivitit gegeniiber Koffein,
sondern auch die Sensitivitit gegeniiber MMS supprimierte (Abb. 37). Beide Gene wurden
bereits im Zusammenhang mit Vorgidngen beschrieben, die bei der Reaktion der Zelle auf
Stressbedingungen und Schéadigungen eine Rolle spielen (Fernandes et al., 1997; Hallstrom et
al., 1998).

Die Analyse von Zellen, in denen eine Deletion von YAP1 vorlag, und von Zellen, in

denen zusétzlich das RPN4-Gen deletiert worden war, zeigte, dass eine Deletion von YAP1 in
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Anwesenheit von Koffein oder MMS keine phinotypischen Wachstumsdefekte ausloste
(Abb. 38). Auch die Kombination mit der rpn4-Deletion bewirkte keine synthetischen
Defekte. Die Doppelmutanten zeigten vergleichbare Wachstumseigenschaften wie die rpn4-
Deletionsmutante. Die Funktion von Yapl ist also fiir die Antwort der Zelle auf die
Einwirkung von Koffein oder MMS weder in An- noch in Abwesenheit von Rpn4
unerlédsslich, ermoglicht aber bei erhohter Expression ein Wachstum unter diesen
Bedingungen, wenn Rpn4 fehlt.

Die Deletion von SSZ1 fiihrte hingegen zu stark verlangsamtem Wachstum in
Anwesenheit von Koffein oder MMS (Abb. 38). Das Wachstum war hier stirker
eingeschrinkt als in der rpn4-Deletionsmutante. Eine Kombination beider Mutationen fiihrte
zu einem deutlichen, synthetischen Wachstumsdefekt. Dies deutet darauf hin, dass die
Funktionsbereiche von Rpn4 und Sszl zur Antwort auf DNA-schidigende Einfliisse nicht

redundant, aber miteinander verkniipft sind, so dass sie sich gegenseitig erginzen.

4.2.3 YAP1 kodiert fur einen Transkriptionsfaktor, der in Stresssituationen aktiviert

wird

Yapl ist Mitglied einer Familie von acht Proteinen (Yapl-8), die zur Gruppe der b-zip
Proteine (basic-leucine zipper) gehdren und Ahnlichkeiten zum Transkriptionsfaktor c-Jun
aus Sdugerzellen aufweisen (Fernandes et al., 1997). Urspriinglich wurde Yapl aufgrund
seiner Eigenschaft isoliert, an das AP-1 Erkennungselement des Simian Virus 40 zu binden
und dieses zu aktivieren (Harshmann et al., 1988). In verschiedenen anderen Studien konnte
Yapl auBerdem aufgrund seiner Funktion in der Antwort auf verschiedenste
Stressbedingungen isoliert werden, wie z.B. in der Cadmiumtoleranz (Wemmie et al., 1994)
oder in der Antwort auf oxidativen Stress (Stephen et al., 1995) sowie in der Toleranz
gegeniiber Eisenchelatoren oder Cycloheximid (Schnell und Entian, 1991; Wu et al., 1993).
Yapl bindet an die Sequenz TTA(C/G)TAA und aktiviert die Transkription verschiedener
Gene als Antwort auf solche Stressbedingungen (Fernandes et al., 1997; Rodrigues-Pousada
etal., 2004).

Bei Uberexpression von Yapl konnte eine Zunahme der Transkriptmenge verschiedener
Gene beobachtet werden. Fiir 17 Gene wurde eine 3 - 13fache Steigerung beschrieben (DeRisi

et al., 1997). Die grofite Gruppe unter ihnen kodiert fiir Proteine, denen aufgrund von
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Sequenzanalysen eine Funktion als Aryl-Alkohol-Oxidoreduktasen oder -dehydrogenasen
zugeordnet wurde. Sie katalysieren Redox-Reaktionen mit aromatischen und aliphatischen
ungesittigten Alkoholen oder Aldehyden (Muheim et al., 1991) und konnten daher eine
Funktion in der Yapl-vermittelten Toleranz gegeniiber oxidativem Stress iibernehmen
(DeRisi et al.,, 1997). Die Umsetzung von Koffein durch diese Enzyme wurde nicht
beschrieben. Eine Reduktion der Ketogruppen des Koffeins ist jedoch denkbar und koénnte das

Koffein unschadlich machen.
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Abb. 41 Modell der Yapl-vermittelten Suppression der Koffeinsensitivitat der rpn4A-Mutante

Der Transkriptionsfaktor Yapl induziert die Expression von Genen, deren Produkte an der zelluldren Antwort
auf Stressbedingungen beteiligt sind. Hierzu gehdren u.a. die Gene fir die Plasmamembran-stindigen
Transportproteine Atrl, FIrl und Pdr5. Diese sind am Export schéddlicher Substanzen beteiligt. Die Expression
des YAP1-Gens unterliegt der Kontrolle durch Rpn4. In Abwesenheit von Rpn4 kann diese Abhéngigkeit durch
Uberexpression von YAP1 umgangen werden. Die erhdhte Synthese der Membrantransporter konnte zu einer
erhohten Ausscheidung von Koffein und MMS fiihren, was die Sensitivitdt der rpn4A-Mutante supprimieren
konnte.

Neben diesen Reduktasen und Dehydrogenasen konnten auch ATR1 und FLR1 als
Zielgene einer Yapl-kontrollierten Expression identifiziert werden. Beide Gene werden bei
Uberexpression von Yapl stirker exprimiert (DeRisi et al., 1997). Sie kodieren fiir
Transportproteine der ,Major Facilitator“-Proteinfamilie, die am Export verschiedener
schédlicher Substanzen aus der Zelle beteiligt sind (Coleman et al., 1997; Oskouian und Saba,
1999). Yapl beeinflusst auch die Expression des ABC (ATP Binding Cassette)-Transporters
Pdr5 (Pleiotropic drug resistance 5) (Dexter et al., 1994). Dieses Protein bildet einen ATP-
abhingigen Transporter in der Plasmamembran, der verschiedene Chemikalien unspezifisch
aus der Zelle befordert. Zusammen mit Atrl und Flrl konnte Pdr5 also einen Export von

Koffein aus der Zelle durchfiihren. Diese Befunde deuten daraufhin, dass die Uberexpression
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von Yapl zu einer Verringerung der intrazelluldren Koffeinkonzentration fiihrt und dadurch
eine Suppression der Koffeinsensitivitit der rpn4-Deletionsmutante bewirkt.

Um zu untersuchen, ob tatsichlich die Induktion der Expression der Gene ATR1, FLR1
und PDR5 durch Yapl zu der beobachteten Suppression der Wachstumsdefekte der rpn4-
Deletionsmutante beitridgt, konnte man diese Gene in der rpn4A-Mutante iiberexprimieren.
Triafen diese Annahmen zu, so hétten diese Gene theoretisch auch in dem durchgefiihrten
,Screening*“-Verfahren isoliert werden konnen. Es kann jedoch sein, dass die Uberexpression
eines einzelnen Gens nicht den gleichen Effekt auslost, wie die gleichzeitige Uberexpression
mehrerer dieser Gene. Die erzielte Zahl an Transformanten konnte auch limitierend gewesen
sein. Obwohl mit 20.000 Transformanten eine dreifache Abdeckung der Genzahl des
S. cerevisiae-Genoms (ca. 6600 Gene) erreicht wurde, konnten einzelne Gene
unterreprasentiert sein. Dass die Gene YAP1 und SSZ1 im durchgefiihrten ,,Screening-
Verfahren nur je einmal isoliert werden konnten, deutet jedoch darauthin, dass dieser Ansatz
weit entfernt von einer Sattigung war. Bei einer deutlich hoheren Anzahl von Transformanten

konnten somit moglicherweise noch andere supprimierende Gene identifiziert werden.

4.2.4 Sszl ist Bestandteil eines Ribosom-assoziierten Chaperonkomplexes, der die
Aktivitat von Pdrl beeinflusst

Das Sszl-Protein gehort zur Familie der Hitzeschockproteine der Hsp70-Klasse
(Hallstrom et al., 1998). Zusammen mit den Hsp70-Proteinen Ssb1 und Ssb2 und dem Protein
Zuotin (Zuol), einem Vertreter der Hsp40-Proteinfamilie, bildet es einen als RAC (ribosome
associated complex) bezeichneten Komplex, der mit naszierenden Polypeptidketten interagiert
(Gautschi et al., 2001; Gautschi et al., 2002; Hundley et al., 2002). Urspriinglich wurde SSZ1
als PDR13 (pleiotropic drug resistance) beschrieben, da die Uberexpression von SSZ1 zu einer
erhohten Resistenz gegeniiber Oligomycin flihrte. Es konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression von SSZ1 zu einer erhdhten Aktivitit des Transkriptionsfaktors Pdrl fiihrt,
wobei keine Verianderung der Menge der PDR1-mRNA oder des Pdrl-Proteins festgestellt
werden konnte (Hallstrom et al., 1998). Die Untersuchung des RAC-Komplexes zeigte, dass
dieser eine Funktion als Chaperon bei der Faltung neusynthetisierter Polypeptide tibernimmt.
Ahnlich zum NAC (nascent polypeptide-associated complex) bindet er an
Ribosom-assoziierte Polypeptidketten unabhingig von ihrer Sequenz (Gautschi et al., 2001).
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Da der RAC-Komplex die Faltung neu gebildeter Proteine beeinflusst, ist zu erklaren, warum
kein Unterschied in der Gesamtmenge des Pdrl-Proteins detektiert werden konnte (Hallstrom

et al., 1998). Sehr wohl kann aber die Menge aktiven Pdr1-Proteins in An- oder Abwesenheit

von Sszl oder bei SSZ1-Uberexpression unterschiedlich sein. Die Auswirkung der
SSZ1-Uberexpression auf die Resistenz der rpn4-Deletionsmutante gegeniiber Koffein ldsst
sich durch die erhohte Pdrl-abhéngige Expression von Proteinen erklédren, die eine Rolle fiir
die Toleranz der Zelle gegeniiber Stress hervorrufenden Chemikalien erfiillen. Eines dieser
Proteine ist z.B. Pdr5, dessen Menge ebenfalls durch Yapl reguliert wird. Wie im Falle von
Yapl ist es hier also wahrscheinlich, dass die erhohte Menge von Ssz1 zu einer Reduktion der
intrazelluldren Koffeinkonzentration fithrt und so die Suppression der Koffeinsensitivitit
bewirkt.

Die Hypothese, dass die Uberexpression von SSZ1 durch eine Erhohung der Aktivitiit von
Pdr1 wirkt, konnte untersucht werden, indem PDR1 selber iiberexprimiert wird. Dies konnte
ebenfalls zu einer Suppression der Wachstumsdefekte der rpn4-Deletionsmutante fithren. Da
der RAC-Komplex anscheinend eine allgemeine Funktion in der Proteinfaltung besitzt,
konnten jedoch auch andere Proteine durch Uberexpression von SSZ1 positiv beeinflusst
werden. Wenn PDR1 alleine eine supprimierende Wirkung auf die Wachstumsdefekte der
rpn4-Deletionsmutante hétte, so hétte auch dieses Gen moglicherweise in dem durchgefiihrten

»Screening®‘-Verfahren isoliert werden konnen.
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Abb. 42 Modell der Ssz1-vermittelten Suppression der Koffeinsensitivitat der rpn4A-Mutante

Ssz1 ist Bestandteil des Ribosom-Assozierten Komplexes (RAC), der an der Faltung neusynthetisierter Proteine
beteiligt ist. Die Aktivitdit von RAC ist fiir die Pdrl-Aktivitdt von Bedeutung. Der Transkriptionsfaktor Pdrl
wiederum reguliert die Expression einer Reihe von Genen, deren Produkte an der zelluliren Antwort auf
Stressbedingungen beteiligt sind. Unter anderem wird auch die Expression des PDR5-Gens durch Pdrl reguliert.
Die Uberexpression von SSZ1 kénnte zu einer Erhohung der Menge aktiven Pdrl fiihren und dadurch die
Uberexpression von PDR5 bewirken. Hierdurch kénnte es zu einer erhdhten Ausscheidung von Koffein und
MMS aus der Zelle kommen.
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4.3 Ausblick

Die Untersuchung der Rpn4-abhingigen Regulation der Menge aktiver Proteasomen
fihrte zu neuen Erkenntnissen {iiber das Ubiquitin/Proteasom-System und iiber die
Verkniipfung desselben mit der Antwort auf zellulire Abwehrsysteme gegen DNA-Schiden.
Verschiedene Ergebnisse bieten dabei Ansétze fiir weitergehende Experimente. Besonders der
ungewoOhnliche Abbaumechanismus des Rpn4, der parallel einen Ubiquitin-abhéngigen und
einen Ubiquitin-unabhingigen Weg einschlieft, bietet Ansatzpunkte fiir eine Reihe von
Untersuchungen. Durch ein geeignetes selektionsbasiertes ,,Screening®“-Verfahren konnte
gezielt nach Komponenten gesucht werden, die den Ubiquitin-unabhdngigen Abbau
beeintrichtigen. Dies kdnnte z.B. ein Protein sein, das analog zum Antizym beim Abbau der
Ornithindecarboxlyase eine Verbindung zwischen Rpn4 und dem Proteasom herstellt.
Obwohl Rpn4 invitro alleine zu einer Interaktion mit der Rpn2-Untereinheit des
19S-Komplexes in der Lage ist, konnte die effiziente Steuerung des Abbaus die Anwesenheit
anderer Faktoren benétigen. In vitro konnte jedenfalls bisher nicht gezeigt werden, dass das
Proteasom gereinigtes Rpn4 abbauen kann (Ju und Xie, 2004).

Die Benutzung von N-terminal Flag-markiertem Rpn4 fiir ein ,,Screening®-Verfahren
konnte zur Identifikation der an der Ubiquitylierung beteiligten Ubiquitin-konjugierenden
Enzyme und Ubiquitin-Protein-Ligasen fiihren. Durch Blockierung des N-Terminus von Rpn4
wird der Ubiquitin-unabhdngige Mechanismus bereits beeintrachtigt, so dass der Abbau
génzlich von der Ubiquitylierung abhingig ist. In der bereits isolierten dor3-Mutante konnte
ein Gen der E2- oder E3-Enzymfamilie betroffen sein, da hier der Ubiquitin-abhéngige Abbau
gestort ist. Die Identifizierung des betroffenen Genes wiirde eventuell weitere Aufschliisse
tiber die involvierten Ubiquitylierungsmechanismen ermoglichen.

Der Einfluss von Koffein auf die Regulation der Rpn4-Menge ist besonders interessant.
Weitergehende Analysen dieses Phdnomens konnten Aufschliisse liber die Mechanismen der
Kontrolle von Stabilitit und Aktivitit dieses Proteins ergeben. Verschiedene Fragestellungen
konnten Ausgangspunkt flir anschlieBende Untersuchungen sein, so z.B.: Ist ein
Ubiquitylierungsschritt involviert? Wenn ja, welches sind die beteiligten Mechanismen? Liegt
hier ein Mechanismus vor, der dhnlich dem beschriebenen ,,Licensing* verlduft (Salghetti et
al., 2000; Salghetti et al., 2001)? Durch Verwendung des Rpn4-Ura3-Fusionsproteins konnte
man auch hier versuchen, ein ,Screening“-Verfahren zu etablieren. Bei geeigneter

Expressionsstiarke konnten Wildtypzellen unter Normalbedingungen ohne Uracil wachsen,



Diskussion 102

wiéhrend die Zugabe von Koffein zu einer Verringerung der Rpn4-Ura3-Proteinmenge fiihren
und damit eine Uracilauxotrophie hervorrufen wiirde. Durch Selektion konnten dann
Mutanten isoliert werden, die in Anwesenheit von Koffein wieder Uracil-prototroph sind.

Die Identifizierung von Interaktionspartnern des Rpn4-Proteins konnte zur Aufkldrung des
Komplexes flihren, mit dem Rpn4 assoziiert ist. Diese Interaktionspartner konnten die
Aktivitdt oder die Bindung von Rpn4 an die Promotoren bestimmter Gene beeinflussen. Im
Zusammenhang mit dem Einfluss von Koffein kénnte man sich auch vorstellen, dass hier die
Interaktion mit bestimmten Proteinen verdndert und so eine Gruppe von Genen verstérkt
exprimiert wird. Die Aufreinigung des Komplexes in ausreichender Menge sollte zur
Isolierung interagierender Proteine fithren, die durch Massenspektrometrie identifiziert

werden konnten.
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5  Zusammenfassung

Selektive Ubiquitin (Ub)-vermittelte Proteolyse ist der wichtigste Mechanismus im Abbau
zytosolischer und nukledrer Proteine eukaryotischer Zellen. Substratproteine werden durch
Komponenten des Ub-Systems erkannt und Uber interne Lysinreste mit Polyubiquitinketten
verknlpft. Diese Polyubiquitinketten vermitteln die Bindung an das 26S-Proteasom, einem
Komplex mit einer Masse von ca. 2MDa, der die Substratproteine entfaltet und hydrolysiert.
Die Expression proteasomaler Gene wird durch einen autoregulatorischen Mechanismus in
Abhangigkeit von der proteasomalen Aktivitat reguliert. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass der Transkriptionsfaktor Rpn4 neben der basalen Expression die
aktivitatsabhangige Expression proteasomaler Gene und des Polyubiquitin-Gens kontrolliert.
Die Deletion von RPN4 verursachte eine Reduktion der proteasomalen Aktivitdt um 50% und
flhrte in Zellen, in denen die Aktivitat oder die Assemblierung der Proteasomen beeintrachtig
war, zur Auspragung starker Wachstumsdefekte. Die Analyse der Stabilitdt von Rpn4 in
verschiedenen proteasomdefizienten Stammen zeigte, dass Rpn4 selber ein Substrat des
proteasomalen Proteinabbaus ist. Dies bewirkt eine direkte Abhangigkeit der Rpn4-Menge
von der proteasomalen Aktivitdt in der Zelle, die eine Korrelation dieser Aktivitat mit der
Rpn4-kontrollierten Neusynthese von Proteasomen ermdglicht. Rpn4 ist ein ungewdhnliches
Substrat des Proteasoms, das durch von Ubiquitin-abhéngigen und -unabhéngigen
Mechanismen abgebaut wird.

Durch ein selektionsbasiertes ,,Screening“-Verfahren konnten die Mutanten dor2 und dor3
(degradation of Rpn4) isoliert werden, die den Abbau von Rpn4 beeintrachtigen. In der dor2-
Mutante scheint das Gen FHL1 betroffen zu sein, das fir einen Transkriptionsfaktor kodiert,
der an der Prozessierung ribosomaler RNA beteiligt ist. Die Identitdt des durch dor3
betroffenen Genes ist noch unbekannt, jedoch konnte gezeigt werden, dass hier spezifisch der
Ubiquitin-abhangige Abbau von Rpn4 gestort ist.

Neben der Kontrolle der Expression proteasomaler Gene ist Rpn4 auch Teil eines
Netzwerks, das die zellulare Antwort auf unterschiedliche Stressbedingungen reguliert, die
die Beseitigung von DNA-Schaden einschliet. Die Auswirkungen von Substanzen, die
solchen Stress hervorrufen, wurden am Beispiel von Methylmethansulfonat (MMS) und
Koffein untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von MMS zu einer Steigerung
der RPN4-Genexpression fuhrt, wahrend die Zugabe von Koffein zu einem raschen Abbau
von Rpn4 fiihrt. Die Deletion von RPN4 flihrte zu einer starken Sensitivitdt gegen beide
Substanzen. Die Uberexpression der Gene YAP1 oder SSZ1, fiir die eine Funktion in der
zelluldren Antwort auf verschiedene Stressbedingungen beschrieben ist. bewirkte eine
Suppression dieser Sensitivitat. Die Analyse der Mechanismen, die der Regulation von Rpn4
zugrunde liegen, konnte zu interessanten Einblicken in das Zusammenspiel zwischen dem
Ubiquitin/Proteasom-System und der zelluldren Stressantwort fiihren.
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8 Anhang

Teilpublikationen im Rahmen dieser Arbeit:

London, M.K., Keck, B.I., Ramos, P.C. und Dohmen, RJ. (2004)
“Regulatory mechanisms controlling biogenesis of ubiquitin and the proteasome.
FEBS Lett 567(2-3): 259-264

Abstract:

Analysis of several Saccharomyces cerevisiae ump mutants with defects in ubiquitin (Ub)-
mediated proteolysis yielded insights into the regulation of the polyubiquitin gene UBI4 and
of proteasome genes. High-molecular weight Ub-protein conjugates accumulated in ump
mutants with impaired proteasome function with a concomitant decrease in the amount of free
Ub. In these mutants, transcriptional induction of UBI4 was depending in part on the
transcription factor Rpn4. Deletion of UBI4 partially suppressed the growth defects of umpl
mutants, indicating that accumulation of polyubiquitylated proteins is deleterious to cell
growth. Transcription of proteasome subunit genes was induced in ump mutants affecting the
proteasome, as well as under conditions that mediate DNA damage or the formation of
abnormal proteins. This induction required the transcriptional activator Rpn4. Elevated Rpn4
levels in proteasome-deficient mutants or as a response to abnormal proteins were due to
increased metabolic stability. Up-regulation of proteasome genes in response to DNA

damage, in contrast, is shown to operate via induction of RPN4 transcription.
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Ramos, P.C., Marqgues, A.J., London, M.K. und Dohmen R.J. (2004)

“Role of C-terminal extensions of subunits beta2 and beta7 in assembly and activity of
eukaryotic proteasomes.”

J Biol Chem 279(14): 14323 - 14330

Abstract:

A close inspection of the crystal structure of the yeast 20 S proteasome revealed that a
prominent connection between the two beta-rings is mediated by the subunit beta7/Pre4. Its
C-terminal extension intercalates between the betal/Pre3 and beta2/Pupl subunits on the
opposite ring. We show that the interactions promoted by the beta7/Pre4 tail are important to
facilitate the formation of 20 S particles from two half-proteasome precursor complexes
and/or to stabilize mature 20 S proteasomes. The deletion of 19 residues from the beta7/Pre4
C terminus leads to an accumulation of half-proteasome precursor complexes containing the
maturation factor Umpl. The C-terminal extension of beta7/Pre4, which forms several
hydrogen bonds with betal/Pre3, is in addition required for the post-acidic activity mediated
by the latter subunit. Deletion of the C-terminal tail of beta7/Pre4 results in an inhibition of
betal/Pre3 propeptide processing and abrogation of post-acidic activity. Our data obtained
with yeast strains that expressed the mature form of Pre3 lacking its propeptide suggest that
interactions between the Pre4 C terminus and Pre3 stabilize a conformation of its active site,
which is essential for post-acidic activity. Deletion of the C-terminal extension of beta2/Pup1l,
which wraps around beta3/Pup3 within the same beta-ring, is lethal, indicating that this

extension serves an essential function in proteasome assembly or stability.



Eidesstattliche Erklarung

Eidesstattliche Erklarung

Ich versichere, dass ich die von mir vorgelegte Dissertation selbststandig angefertigt, die
benutzten Quellen und Hilfsmittel vollstdndig angegeben und die Stellen der Arbeit -
einschlieBlich Tabellen, Karten und Abbildungen -, die anderen Werken im Wortlaut oder
dem Sinn nach entnommen sind, in jedem Einzelfall als Entlehnung kenntlich gemacht habe;
dass diese Dissertation noch keiner anderen Fakultit oder Universitét zur Priifung vorgelegen
hat; dass sie - abgesehen von unten angegebenen Teilpublikationen - noch nicht veréffentlicht
worden ist sowie, dass ich eine solche Verdffentlichung vor Abschluss des
Promotionsverfahrens nicht vornehmen werde.

Die Bestimmungen dieser Promotionsordnung sind mir bekannt. Die von mir vorgelegte

Dissertation ist von Prof. Dr. R. Jirgen Dohmen betreut worden.

Dormagen, Oktober 2004

Markus London

Teilpublikationen im Rahmen dieser Arbeit:
London M.K., Keck B.I., Ramos P.C. und Dohmen R.J. (2004)
FEBS Lett 567(2-3): 259-264

Ramos P.C., Marques A.J., London M.K., und Dohmen R.J. (2004)
J Biol Chem 279(14): 14323 - 14330



Lebenslauf

Markus Konrad Justin London

Rol3lenbroichstr. 12, 41541 Dormagen

Geburtstag:
Geburtsort:
Familienstand:
Staatsangehdrigkeit:

Schulbildung

1980-1984
1984-1993

Berufsausbildung

10/1993 bis 10/1998

11/1998 bis 01/1999

seit 03/2000

Zivildienst

02/1999 bis 02/2000

20.12.1973
Neuss
verheiratet
deutsch

St. Peter-Grundschule Neuss - Rosellen
Norbert Gymnasium Knechtsteden, Dormagen

Studium der Biologie an der Heinrich-Heine-Universitat
Disseldorf,

Diplomarbeit im Institut fir Mikrobiologie bei

Prof. Dr. C.P. Hollenberg mit dem Thema

Luntersuchung sekretionslimitierender Faktoren in der Hefe
Saccharomyces cerevisiae*

Wissenschaftlicher Mitarbeiter im Institut fiir Mikrobiologie
der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Wissenschaftlicher Mitarbeiter im Institut fir Genetik der
Universitat zu Kéln bei Herrn Prof. Dr. R.J. Dohmen,
Promotion mit dem Thema

»Regulation der Proteasombiogenese in Saccharomyces
cerevisiae®

Institut fur Transplantationsdiagnostik und
Zelltherapie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf





