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1 EINLEITUNG

Eine essentielle Funktion aller eukaryontischen Zellen ist die Fahigkeit, Proteine
gesteuert abbauen zu kénnen. Durch die gezielte Proteolyse ist die Zelle in der Lage,
die Aktivitat und die Quantitat verschiedener Proteine, wie die von Rezeptoren an der
Plasmamembran oder von Transkriptionsfaktoren, zu regulieren. Dabei spielt die
posttranslationale Modifikation durch Ubiquitin eine zentrale Rolle, sie ist ein Signal

fur den Proteinabbau (Hershko und Ciechanover, 1998).

Ubiquitin

Ubiquitin ist ein, zwischen den eukaryontischen Spezies, hoch konserviertes Protein
mit einer GroRe von 76 Aminosauren. Das Ubiquitin der Hefe unterscheidet sich in
nur drei Aminosauren von dem des Menschen (Wilkinson, 2000). Ubiquitin wird
durch eine kovalente Isopeptidbindung mit den Ziel-Proteinen verknUpft. Fir die
Konjugation sind die beiden Glycin-Reste am C-Terminus des Proteins essentiell.
Uber das duRere der beiden Glycine wird Ubiquitin aktiviert und schlieBlich durch
eine Kaskade aus verschiedenen Enzymen auf ein Substrat-Protein Ubertragen. Bei
der Entstehung von Polyubiquitinketten werden einzelne Ubiquitinmolekule
miteinander verbunden, wobei die Verknupfung Uber verschiedene Lysine im
Ubiquitin erfolgen kann (Hochstrasser, 1996). Die haufigste Verknupfung erfolgt tber
Lysin-48 und ist das Signal fur den Abbau durch das Proteasom, wobei die
Ubiquitinkette fur die Erkennung aus mindestens vier Ubiquitinmolekulen bestehen
muss (Thrower, et al., 2000). Ubiquitin kann aber ebenfalls Uber die Lysine Lys-29
und Lys-63 verkettet werden. Auch die Uber Lysin-29 verknUpfte Polyubiquitinketten
scheinen durch das Proteasom erkannt zu werden (You und Pickart, 2001). Die
Verknupfung mit Lysin-63 sowie die Modifikation mit nur einem Ubiquitinmolekl
scheint dagegen flir die Internalisierung von Oberflachenrezeptoren und die
Endozytose von Bedeutung zu sein (Hicke, 1999). Erst seit kurzem gibt es Hinweise
auf eine Funktion der Verknupfung uber Lysin-63 bei der DNA-Reparatur (Hoege, et
al., 2002).
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Das Ubiquitin-System
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Abb. 1: Das Ubiquitin-System. Ubiquitin wird durch E1-Enzyme aktiviert, auf konjugierende E2-
Enzyme Ubertragen und kann durch E3-Ligasen oder durch E2-Enzyme mit Hilfe von Ubiquitinligasen
(E3) auf die Substrate (grin) Ubertragen werden. An die Enzyme des Ubiquitin-Systems wird Ubiquitin
durch eine Thiolesterbindung, rot gezackt dargestellt, gebunden, an die Substrate Uber eine
Isopeptidbindung. Ubiquitinierte Substrate werden Uber das Proteasom oder in der Vakuole (den

Lysosomen, bei hdheren Eukaryonten) abgebaut.

Zum Ubiquitin System gehoren drei Klassen von Enzymen, die Ubiquitin-
aktivierenden Enzyme (E1), die Ubiquitin-konjugierenden Enzyme (UBCs oder E2)
und die Ubiquitin-Ligasen (E3) (Abbildung 1). Im ersten Schritt wird das Ubiquitin
durch ein E1-Enzym aktiviert. Unter ATP Verbrauch wird ein Ubiquitin-Adenylat
gebildet und durch Freisetzen von AMP wird das Ubiquitin dann auf den
konservierten Cystein-Rest im aktiven Zentrum des E1-Enzyms Ubertragen. Dabei
entsteht eine energiereiche Thioesterbindung. In der Hefe Sacharomyces cerevisiae
gibt es nur ein E1-Enzym, das Uba1. Das UBA1 Gen ist essentiell, was zeigt, welche
Bedeutung die Ubiquitinierung fur die Zelle hat (Ciechanover, 1994). Das aktivierte
Ubiquitin wird dann durch eine Transesterifizierung auf ein E2-Enzym Ubertragen,
welches ebenfalls ein konserviertes Cystein im aktiven Zentrum besitzt (Hershko, et
al., 1983). In der Hefe sind 13 UBCs bekannt. Bei vielen dieser Enzyme fuhren
Mutationen zu distinkten Phanotypen, was darauf hinweist, dass die E2-Proteine

offensichtlich  unterschiedliche Funktionen ausiben und unterschiedliche



Einleitung Seite 8

Substratspezifitaten haben (Hochstrasser, 1996). Schliel3lich wird das Ubiquitin
entweder durch eine Ubiquitin-Ligase (E3) oder durch ein E2-Enzym mit Hilfe einer
Ubiquitin-Ligase auf die Substrate Ubertragen (Bonifacino und Weissman, 1998). Bei
den Ubiquitin-Ligasen unterscheidet man verschiedene Arten von Enzymen. Die
RING Ligasen enthalten ein zinkkomplexierendes RING Motiv, welches dem, aus
Transkriptionsfaktoren bekannten, Zink-Finger Motiv ahnelt. Die RING Proteine
ubertragen Ubiquitin zusammen mit E2-Enzymen auf die Ziel-Proteine und konnen
Teil groRer Ligasekomplexe sein, wie dem SCF (Skip1, Cullin/Cdc53, E-box Protein)
Komplex, oder dem APC (Anaphase Promoting Complex) (Glickman und
Ciechanover, 2002). Eine weitere Enzymklasse sind die HECT (Homologie zum EG6-
AP Carboxy-Terminus) Ligasen. Im Gegensatz zu den RING Ligasen konnen sie
uber einen Cystein-Rest im aktiven Zentrum eine Thiolesterbindung mit Ubiquitin
eingehen und es auf Ziel-Proteine Ubertragen (Scheffner, et al., 1995). Erst klrzlich
wurde eine maogliche weitere Klasse der Ubiquitin Ligasen beschrieben, die U-box
Proteine, zu der in der Hefe das Protein Ufd2 gehort (Hatakeyama und Nakayama,
2003). Bei der Ubertragung des Ubiquitins auf ein Zielprotein wird das
Ubiquitinmolekll Uber seinen C-Terminus kovalent an die e—Aminogruppe eines

Lysin-Restes im Ziel-Protein gebunden.

Die Funktion der Ubiquitinierung

Die klassische Funktion der Ubiquitinierung ist der gezielte Abbau von Proteinen
durch das 26S Proteasom. Das 26S Proteasom ist ein multimerer Proteasekomplex,
der sich im Zytoplasma und im Zellkern befindet. Der Komplex setzt sich aus einem
20S Zylinder und zwei 19S Kappen zusammen. Die 19S Untereinheiten enthalten
ATPasen, die vermutlich ndtig sind, um die Proteine vor der Proteolyse zu entfalten.
Die 20S Untereinheit beinhaltet die proteolytische Aktivitat des Komplexes, der die
Substrate zu kurzen Peptidfragmenten abbaut (Hochstrasser, 1995, Jentsch und
Schlenker, 1995). Die ersten identifizierten Substrate, die durch das Proteasom
abgebaut werden, waren beschadigte oder nicht richtig gefaltete Proteine (Wilkinson,
2000). Mittlerweile stellt sich die Funktion der Ubiquitinierung wesentlich komplexer
dar. Durch den gezielten Abbau von Proteinen werden zellulare Prozesse gesteuert.
Im Zellzyklus zum Beispiel wird der Ubergang von der Metaphase in die Anaphase

und der Austritt aus der Mitose durch Ubiquitinierung reguliert. Zellzyklus-spezifische
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Proteine, wie mitotische Zykline, werden durch den Anaphase Promoting Complex
(APC) einem Ubiquitin Ligase Komplex erkannt und ubiquitiniert, worauf der Abbau
durch das Proteasom folgt (Yeong, et al., 2000). Auch einige membrangebundene
Transkriptionsfaktoren kénnen durch kontrollierte  Ubiquitinierung, ,regulated
ubiquitin/proteasome-dependent processing (RUB), aktiviert werden (Hoppe, et al.,
2001). Sogar die Expression der Gene der Proteasom-Untereinheiten unterliegt einer
Kontrolle durch Ubiquitin. Der Transkriptionsfaktor Rpn4 aktiviert die Expression der
Proteasomen Gene und wird selbst ubiquitiniert und durch das Proteasom abgebaut.
Hierbei handelt es sich um eine negative Rickkopplung, da das Protein, welches die
Produktion der Proteasom Gene hoch reguliert, durch das Genprodukt, das

Proteasom, zerstort wird (Xie und Varshavsky, 2001, Kapranov, et al., 2001).

Seit einigen Jahren sind auch proteasom-unabhangige Funktionen der
Ubiquitinierung bekannt, wie die Internalisierung von Oberflachenproteinen und
deren Transport in die Vakuole Uber den endozytischen Weg. Das erste
Membranprotein der Hefe, fir das eine Modifikation durch Ubiquitin nachgewiesen
wurde, war der ABC-Transporter Ste6 (Kolling und Losko, 1997, Koélling und
Hollenberg, 1994). Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass Ste6 unabhangig
vom Proteasom in der Vakuole abgebaut wird. Neben Ste6 wurden eine Reihe
weiterer Membranproteine identifiziert, die ubiquitiniert und anschlieend endozytiert
werden. Dazu gehdren in der Hefe Transporter, wie die Uracil-Permease (Fur4) oder
Oberflachenrezeptoren, wie der o-Faktor Transporter Ste2 (Glickman und
Ciechanover, 2002). Bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose von Ste2 zeigte sich
weiter, dass die Phosphorylierung von Oberflachenrezeptoren, als Antwort auf die
Liganden-Bindung, die Ubiquitinierung positiv reguliert (Hicke und Riezman, 1996,
Hicke, et al., 1998). Auch in Sdugern werden eine Reihe von Oberflachenrezeptoren,
unter anderen die Wachstumshormon-Rezeptoren PDGF-R (Platelet Derived Groth
Factor Receptor) und EGR-F (Epidermal Groth Factor Receptor), in Folge der
Ligandenbindung ubiquitiniert. Dabei scheint die Ubiquitinierung die Internalisierung
der Proteine und die endozytische Maschinerie zu aktivieren (Glickman und
Ciechanover, 2002). Die Ubiquitinierung von Oberflachenrezeptoren und
Transportern in Saugern kann ebenfalls durch Phosphorylierung beeinflusst werden
(Wilkinson, 2000). Bis heute ist aber noch unklar, Uber welchen Mechanismus die

Internalisierung in Folge der Ubiquitinierung gesteuert wird. In Basoleukemia Zellen
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aus Ratten konnte gezeigt werden, dass die Ubiquitin-Ligasen Nedd4 und Cbl nach
Aktivierung des IgE Signals mit Rafts assoziiert sind (Lafont und Simons, 2001).
Rafts sind detergenz-resistente Membransubdomanen. Durch die Lokalisation in
solchen Rafts werden E3-Ligasen und Rezeptoren moglicherweise in raumliche

Nahe gebracht.

Vor kurzem wurde entdeckt, dass eine Reihe von Proteinen, die fur die Endozytose
wichtig sind, eine gemeinsame UIM (Ubiquitin Interacting Motiv) Domane aufweisen.
Dazu gehdren Eps15 und Eps15R, die eine Schllsselrolle bei der Endozytose von
Transmembranrezeptoren in Saugern spielen (Klapisz, et al., 2002). Die genaue
Funktion der UIM-Proteine fur die Endozytose ist noch nicht bekannt, aber Proteine
mit einer UIM Domane sind einerseits in der Lage Ubiquitin zu erkennen und werden
andererseits selber monoubiquitiniert. Flr das endocytische Adapter Protein Epsin
konnte gezeigt werden, dass die UIM Domane nétig fur die Ubiquitinierung von
Epsin, aber nicht die Akzeptor-Stelle fur das Ubiquitin ist. Daraus wurde
geschlossen, dass die UIM Domane moaglicherweise als Signal fur Ubiquitinierung
dienen konnte (Oldham, et al., 2002). Aufgrund der weiten Verbreitung der UIM
Domane in Endozytose Adapter-Proteinen, wird weiter vermutet, dass ubiquitinierte
Membranrezeptoren durch ein Netzwerk aus UIM Proteinen, zur Degradation in die
Lysosomen weitergeleitet werden konnten (Katz, et al., 2002). In der Hefe sind zwei
Proteine bekannt, die zu Esp15 homologe Domanen aufweisen. Das sind End3 und
Pan1, die beide eine Funktion bei der Internalisierung des o-Faktor Transporters
Ste2 haben. Fur Ste2 konnte gezeigt werden, dass eine Modifikation mit nur einem
Ubiquitinmolekul ausreichend fur die Internalisierung ist (Terrell, et al., 1998). Die
UIM Domane erkennt Ubiquitin und bindet es im Bereich von Lysin-48. Dadurch
konnte die Konjugation weiterer Ubiquitinmolekile und somit die Entstehung von
Polyubiquitinketten verhindert werden (Shekhtman und Cowburn, 2002). Es gibt
einige Hinweise, dass Monoubiquitinierung als Endozytose-Signal ausreichend ist
(Shih, et al.,, 2000). Daher wird vermutet, dass die UIM Domane fur eine

Monoubiquitinierung und damit fur die Endozytose notwendig ist.

Neuere Untersuchungen sprechen flr eine weitere Funktion der Ubiquitinierung im
endozytischen Weg. Der Hefe-ABC-Transporter Ste6 wird ubiquitiniert und in der

Vakuole abgebaut. In einer doa4 Mutante, in der die Ubiquitinierung gestort ist, wird
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Ste6 nicht in die Vakuole transportiert, sondern befindet sich in der Vakuolen-
Membran (Losko, et al., 2001). Der Transport von Membranproteinen in die Vakuole
erfolgt wahrscheinlich Uber den MVB (Multi Vesicular Body) Weg. Bei defekter
Ubiquitinierung scheint auch der Transport Uber MVBs gestort zu sein (Abbildung 2),
so dass Ste6 an die Vakuolen-Membran fehlgeleitet wird. Neben Ste6 wurden
weitere Proteine in der Hefe gefunden, wie die Polyphosphatase Phm5 oder die
Carboxypeptidase S (CPS), die uUber den MVB Weg in das Vakuolen-Lumen
transportiert werden (Reggiori und Pelham, 2001, Katzmann, et al., 2001). Phm5 und
CPS werden, wie Ste6, in der doa4 Mutante an die Vakuolen-Membran fehlgeleitet.
Die Aufnahme von Phm5 in die Vakuole ist ebenfalls blockiert, wenn der fur die
Ubiquitinierung essentielle Lysin-Rest (Lys-6) mutiert ist. Durch die Fusion eines
Ubiquitinmolekuls an den N-Terminus von Phm5 (Lys-6 zu Arg) konnte der Defekt
wieder aufgehoben werden, das chimare Ubiquitin-Phm5 Protein wird korrekt in die
Vakuole transportiert (Reggiori und Pelham, 2001). Daraus wurde geschlossen, dass
die Monoubiquitinierung das Signal fur die Aufnahme in die MVBs sein muss. Bisher
konnte aber noch nicht ausreichend geklart werden, ob die Ubiquitinierung ,nur® das
Signal fir die Aufnahme in die MVBs ist, oder ob sie auch fir die Bildung der MVB-
Vesikel notwendig ist (Abbildung 2).

Abb. 2: Der Transport

/‘/"Nasmamembran/‘/‘—*‘*\ von  Membranprotei-
@ i @ nen in die Vakuole in

frihe
Endosomen Abhangigkeit von Ubi-

* * : : quitin. Oberflachenpro-

Ub ?
MVBs spate VE teine (rote Kastchen)
Endosomen - ) o
werden internalisiert

* * * und vermutlich an spa-
ten Endosomen in

Vakuole MVBs aufgenommen,

wobei die Monoubiqui-
tinierung das Signal fir
die Aufnahme ist.
Nach der Fusion vom Endosom mit der Vakuole werden die Vesikel in das Vakuolen Lumen
entlassen, linker Teil der Abbildung. Fehlt die Ubiquitinierung, sind die Membranproteine vermutlich an
der Endosomem-Membran lokalisiert und werden bei Fusion mit der Vakuole an die Vakuolen-

Membran fehlgeleitet (rechter Teil), wobei noch unklar ist, ob auch die Bildung der MVBs gestort ist.
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Die deubiquitinierenden Enzyme

Die deubiquitinierenden Enzyme (Dubs) kdnnen spezifisch die Isopeptidbindung
zwischen zwei Ubiquitinmolekilen oder zwischen Ubiquitin und seinem Substrat
hydrolysieren. Eine gro3e Anzahl deubiquitinierender Enzyme wurde, verteilt Uber
die eukaryontischen Spezies, identifiziert.

Die deubiquitinierenden Enzyme wurden bisher in zwei Klassen eingeteilt. Erst vor
kurzem wurden Hinweise auf eine mdgliche dritte Klasse von Dubs gefunden, bei
denen es sich um Metalloproteasen handelt (Verma, et al., 2002, Yao und Cohen,
2002). Die klassischen Dubs sind Cystein Proteasen und lassen sich in die Klasse
der Uchs (Ubiquitin C-terminal Hydrolases) und in die Klasse der Ubp (Ubiquitin
Specific Processing Proteases) unterteilen. Die Uchs hydrolysieren Ubiquitin
bevorzugt von kleinen Peptiden oder kleinen Amiden und Estern. In der Backerhefe
ist nur ein Uch, das Yuh1, bekannt. Aus der Ubp Familie dagegen sind in der Hefe 16
Proteine bekannt. Die Ubps hydrolysieren Ubiquitin von groReren Proteinen und sind
notwendig fur das Trennen von Polyubiquitinketten (Chung und Baek, 1999,
Wilkinson, 2000). Die Proteine der Ubp Familie haben eine katalytische Domane von
etwa 300 bis 500 Aminosauren, die aus sechs konservierten Regionen, DHI bis DHVI
(Deubiquitinating Enzyme Homologie Domain), besteht (D'Andrea und Pellman,
1998). Die DHI am C-terminalen Ende enthalt das katalytisch aktive Cystein und wird
auch als Cys-Box bezeichnet. Am N-Terminus wird die katalytische Domane durch
die His-Box, die das katalytisch aktive Histindin enthalt, begrenzt. Die meisten
Proteine der Ubp Familie weisen Erweiterungen am N-Terminus, nur wenige am C-
Terminus der katalytischen Domane auf. Zusatzlich findet man bei vielen der
Isoformen Insertionen in der katalytischen Domane. Es wird vermutet, dass die
Insertionen und Erweiterungen die Substratspezifitat oder die Lokalisation der

Enzyme bewirken (Wilkinson, 1997).
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BOX I BOX IT BOX III

UBP1 102 GLVNDGNTCFMNSVLQ (348) 466 PPPLLSIHINRS (203) 681 YSLRSVIVHYGTHNYGHY
UBP2 737 GINNIGNTCYLNSLLQ (290) 1043 FPTILQVQIQRV (138) 1193 YSLFSVFIHRGEASYGHY
UBP3 461 GIINRANICFMSSVLQ (297) 774 LPQVLLIQFKRF ( 58) 844 YKLTGVIYHHGVSSDGGH
UBP4 563 GLENLGNSCYMNCIIQ (223) 802 LPRNLIVHLKRF ( 50) 864 YELYGVACHFGTLYGGHY
UBP5 447 GLENIGNCCYMNCILQ (223) 686 LPKKLIINLKRF ( 47) 745 YRLYGVACHSGSLYGGHY
UBP6 110 GFKNMGNTCYLNATLQ (180) 306 LPKFLTVQYVRF (112) 430 YNLIGVITHQGANSESGH
UBP7 610 GLRNLGNTCYINSMIQ (331) 957 LPKILVIHLSRF ( 29) 998 YKLFGVVNHTGTLISGHY
UBP8 138 GLINMGSTCFMSSILQ (200) 354 LPSVLVLQLKRF ( 45) 411 YELIGIVSHKGTVNEGHY
UBP9 135 GYENFGNTCYCNSVLQ (403) 554 LPHILSLHLKRF ( 35) 601 YELSGVVIHMGSGPQHGH
UBP10 363 GLLNHGVTCYTNAAVQ (249) 628 APETLLVHLKKF ( 34) 674 YQLLSVVVHEGRSLSSGH
UBP11l 299 GLONPCNTCYINSIIQ (277) 592 LPPILVIHLSRF ( 29) 633 YKLYGTVNHSGNLINGHY
UBP12 365 GLVNLGNTCYMNSALQ (622) 1003 TPDILLIHLKRF ( 37) 1052 YDLYAVDNHYGGLGGGHY
UBP13 141 GYENFGNTCYCNSVLQ (398) 555 LPDTLTLHLKRF ( 35) 602 YELAGIVVHMGGGPQHGH
UBP14 346 GLINLGNSCYLNSVIQ (179) 541 LPQTLILNPIRI (189) 742 YALTAVICHKGNSVHSGH
UBP15 206 GFRNQGATCYLNSLLQ (167) 389 FPPVLHLQLKRF ( 48) 449 YNLHGVLVHSGDISTGHY
UBP16 54 GLINRGNDCFITSSLQ (269) 339 LPDILIVHLSRS ( 40) 391 YNLKSVVKHTGSHSSGHY
Konsensus GL-N-GNTCY-N---QCL C—C------- K------ LP-—L---LKRF-- Y-L-—V—-H-G-=--==--

DHT | | DHIV DHV

QOD-EFL---L—-L-E-- §-I---F-G-------C—C- -AYVLFY---
DHIT DHITT DHVI

Abb. 3: Homologe Bereiche der Hefe Ubp Familie. Die am starksten konservierten Bereiche der 16
Hefe Ubps wurden durch den Blockmaker Server (URL http://www.blocks.fhcrc.org) berechnet und
wurden in den Boxen | bis Il aufgefuhrt. Die Konsensussequenzen der 6 Homologie Domanen
(Deubiquitinating Enzyme Homologie Domain), die von D’Andrea und Pellman fur Ubps verschiedener
Spezies bestimmt wurden, sind unter den drei Boxen unterstrichen aufgefihrt worden. Die Box |
entspricht der DHI mit dem katalytisch aktiven Cystein (rot), die Box Il entspricht einem Teil der DHIV
und die Box Il entspricht der DHV mit dem katalytisch aktivem Histindin (rot).

Die Funktion der Deubiquitinierung

Die klassische Funktion der Ubps ist das Abtrennen der Ubiquitinketten von den
Substrat-Proteinen, bevor diese abgebaut werden, so dass das Ubiquitin nicht mit
degradiert wird und der Zelle fur erneute Konjugation zur Verfugung steht.
Ubp4/Doa4 scheint diese Aufgabe in der Hefe auszuliben. Zellen denen Doa4 fehlt,
zeigen Defekte beim Abbau des MATa2 Proteins und bei der DNA Replikation. In
diesen Zellen haufen sich Polyubiquitinketten an, der Spiegel an freiem Ubiquitin
scheint reduziert zu sein und die Proteolyse als Gesamtes ist ebenfalls beeintrachtigt
(Swaminathan, et al., 1999). Des Weiteren konnte fur Ubp4 die Assoziation mit dem
Proteasom nachgewiesen werden (Papa, et al., 1999). Die freien Polyubiquitinketten

werden dann von Ubp14, dem Hefe-Homologen der humanen Isopeptidase T,
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hydrolysiert. Diese Funktion verleiht dem Ubp einen Sonderstatus, es ist das einzige
Hefe-Ubp, welches freie Ubiquitinketten spalten kann (Amerik, et al., 1997).

Es gibt Hinweise, dass die deubiquitinierenden Enzyme neben den klassischen
Funktionen, auch regulatorische Funktion haben kénnen, obwohl eine Untersuchung
aller ubp Mutanten der Hefe keine spezifischen Phanotypen identifizieren konnte und
gezeigt hat, dass keines der UBP Gene unter normalen Wachstumsbedingungen
essentiell ist (Amerik, et al., 2000a).

So konnte gezeigt werden, dass Ubp3 moglicherweise eine Rolle bei der
Signaltransduktion wahrend der Pheromon-Antwort spielt. Es wird vermutet, dass
Ubp3 mit der Protein-Kinase Ste7 interagiert (Wang und Dohlman, 2002). Eine
weitere regulatorische Funktion scheint Ubp3 durch eine Interaktion mit Sir4 beim
Silencing an den Telomeren und dem stillen Paarungstyp Lokus zu haben. Sir4
gehort zum SIR Protein Komplex, der flr das Silencing notwendig ist. Da in einer
Ubp3 Deletionsmutante das Silencing verstarkt ist, scheint es sich bei Ubp3 um
einen Inhibitor des Silencings zu handeln (Moazed und Johnson, 1996). Das
Silencing scheint ebenfalls durch Interaktion zwischen Sir4 und Ubp10/Dot4 reguliert
zu werden, wobei die Disruption von UBP10 den gegenteiligen Effekt wie die
Disruption von UBP3 zu haben scheint, namlich ein reduziertes Silencing (Kahana
und Gottschling, 1999).

Wie diese Befunde miteinander vereinbar sind, ist unklar. Ob beide Ubps eine echte
Wechselwirkung mit Sir4 eingehen oder ob es sich um eine indirekte Regulation
handelt, was den gegenteiligen Effekt erklaren kénnte, wurde bisher nicht weiter
untersucht.

Ubp10 scheint weiterhin an der posttranskriptionalen Regulation der Aminosauren
Permease Gap1 beteiligt zu sein. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat von
Gap1 in ubp10 Mutanten reduziert ist, was einhergeht mit der Reduktion der
Proteinmenge, wahrend das Niveau der mRNA unverandert bleibt (Kahana, 2001).
Auch in anderen Organismen wurden regulatorische Funktionen fur die
Deubiquitinierung beschrieben. Das deubiquitinierende Enzym Fat facets (Faf) ist an
der Entwicklung der Augen in Drosophila beteiligt. Es scheint der Ubiquitinierung des
Epsin homologen Liquid facets (Lgf) entgegen zu wirken und das Protein so vor
Degradation zu schutzen (Chen, et al, 2002). In Mausen wurde ein weiteres
deubiquitinierendes Enzym gefunden, welches spezifisch die Ubiquitinierung des

Ras Nukleotid Austauschfaktors CDC25™™ zu kontrollieren scheint. Es konnte
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gezeigt werden, dass der Ubiquitinierungsgrad reduziert und die Halbwertszeit von
CDCM™ erhéht ist, wenn sowohl CDC25M™ als auch Maus-UBPy in HEK293 Zellen
exprimiert wird (Gnesutta, ef al., 2001).

Viele Prozesse in der Zelle werden durch die Ubiquitinierung kontrolliert. Dabei ist die
Funktion der Ubiquitinierung fur einen Teil der Prozesse aber noch nicht vollstandig
verstanden. Der Ubiquitinierungsgrad eines Proteins kann durch Ubiquitinierung und
Deubiquitinierung reguliert werden. Der groflere Einfluss scheint bei der
Ubiquitinierungs-Reaktion zu liegen. Aber es deutet immer mehr darauf hin, dass
auch die Deubiquitinierung eine wichtige Funktion bei der Kontrolle des
Ubiquitinierungsgrades und damit bei der Regulation ubiquitinabhanger Prozesse
spielt. In dieser Arbeit sollten daher weitere spezifische Funktion der ,Ubiquitin
Specific Processing Proteases” (Ubps) in der Backerhefe Sacharomyces cerevisiae
identifiziert werden. Ein Schwerpunkt lag dabei auf der Rolle der Ubiquitinierung fur
den Transport von Membranproteinen. Viele ubiquitinabhangige Prozesse laufen an
Zellmembranen ab. Dazu gehort der Abbau von falsch gefalteten oder sehr
kurzlebigen Proteinen aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) Uber die
sogenannte ERAD (ER-associated Protein Degradation) (Hiller, et al., 1996, Wiertz,
et al., 1996), oder das ,Budding“ von Retroviren (Patnaik, et al., 2000, Schubert, et
al., 2000, Strack, et al., 2000). Aber auch die bereits beschriebene Internalisierung
von Oberflachenproteinen und die Aufnahme in MVBs gehoéren dazu. Bei der Bildung
der MVBs wurde eine Funktion flr das deubiquitinierende Enzym Ubp4 beschrieben.
Vermutlich ist Ubp4 notwendig, um das konjugierte Ubiquitin von den
Membranproteinen abzuspalten (Amerik, et al., 2000b). Mdglicherweise haben neben
Ubp4 weitere Ubps eine deubiquitinierende Funktion an Endosomen oder eine
regulatorische Funktion bei anderen Membrantransport-Schritten in der Zelle, die
durch Ubiquitin kontrolliert werden. Daher wurde in dieser Arbeit insbesondere nach
membrangebundenen Ubps gesucht, die durch ihre Assoziation mit Membranen
regulatorischen Einfluss auf die ubiquitinabhangigen Prozesse an Membranen

ausuben konnten.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Stamme und Medien

2.1.1 Bakterienstamme

Tab. 1: Escherichia coli (E. coli)

Stamm Genotyp Referenz
DH5 F’ F'(® 80 ( AlacZ) M15) A(lacZYA-argF) U169  Gibco BRL,
recA1 endA1 hsdR17 r, my" supE44 thi-1 gyrA  Gaithersburg MD, USA
relA1 (Woodcock, et al., 1989)
XL1-Blue F:Tn10 proA'B* laclq A(lacZ)M15/recA1  (Bullock, et al., 1987)

endA1 gyrA96 (Nalr) thi hsdR17 (i my )
SupE44 relA1 lac

2.1.2 Medien zur Anzucht von E. coli

Vollimedium (LB): 1% Tryptone, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl

Zur Selektion auf Zellen, die Plasmide enthalten, wurde dem Medium nach dem

Autoklavieren 50 pg/ml Ampicillin zugesetzt (LB-Amp).

Feste Nahrmedien enthielten zusatzlich 2% Agar.

Die Anzucht der Bakterien erfolgte bei 37°C.

2.1.3 Hefestamme

Tab. 2: Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)

Stamm Genotyp Referenz/Quelle

#28 MATa his1 R. Kélling, Dusseldorf

#29 MATo his1 R. Kélling, Dusseldorf

JD52 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-  Jirgen Dohmen, Kéin
801

JD53 MATo. ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2- Jurgen Dohmen, Kdin
801

PJ69-4A MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-A200 gal4A  (James, et al., 1996)

gal80A LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2

met2::GAL7-lacZ
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BY4741
Y00000
Y03819
Y02380
Y06148
Y04004
Y05842
Y05689
Y02315
Y00809
Y06404
BO315A
Y06014
Y01228
Y03093
Y03195
Y00892
Y02755
Y04800
RKY1734

MATa his3-A1 leu2A met15A ura3A

BY4741 ubp1::
BY4741 ubp2::
BY4741 ubp3::
BY4741 ubp4::
BY4741 ubpb5::
BY4741 ubp6::
BY4741 ubp7:
BY4741 ubp8::
BY4741 ubp9::
BY4741 ubp10
BY4741 ubp11
BY4741 ubp12
BY4741 ubp13
BY4741 ubp14
BY4741 ubp15
BY4741 ubp16

kanMX4
kanMX4
kanMX4
kanMX4
kanMX4
kanMX4
kanMX4
kanMX4
kanMX4
::kanMX4
::kanMX4
::kanMX4
:rkanMX4
rtkanMX4
:tkanMX4
“tkanMX4

BY4741 psd2::kanMX4

MATa his- (his3-A200 and/or his4-912AR5) leu2-
3,112 lys2 trp1-A63 ura3-52 rsp5-1

EUROSCARF

EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF

R. Kélling, Dusseldorf

Tab. 3: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Hefestamme

Stamm

Genotyp

RKY1892
RKY1893
RKY1894
RKY1895
RKY1896
RKY1897
RKY1898
RKY1899
RKY1900
RKY1901
RKY1902
RKY1903
RKY1904
RKY1905

MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 Aubp 16 :: HIS3
MATa ura3-52 his3 A200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 Aubp16 :: HIS3

JD52 UBP1 c-myc::HIS3
JD52 UBP2 c-myc::HIS3
JD52 UBP3 c-myc::HIS3
JD52 UBP4 c-myc::HIS3
JD52 UBP5 c-myc::HIS3
JD52 UBP6 c-myc::HIS3
JD52 UBP7 c-myc::HIS3
JD52 UBP8 c-myc::HIS3
JD52 UBP9 c-myc::HIS3

JD52 UBP10 ¢-myc::HIS3
JD52 UBP11 ¢-myc::HIS3
JD52 UBP12 c-myc::HIS3
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RKY1906 JD52 UBP14 c-myc::HIS3

RKY1907 JD52 UBP15 c-myc::HIS3

RKY 1908 JD52 UBP16 c-myc::HIS3

RKY1909 MATa his- (his3-A200 und/oder his4-912ARS5) leu2-3,112 lys2 trp1-A63 ura3-52
rsp5-1 Aubp16 :: His3 (Kreuzung RKY1734 x 1893)

RKY1931 JD52 PFK1 c-myc::HIS3

2.1.4 Medien und Anzucht von Hefestammen

Vollmedium (YEPD): 1% Hefeextrakt, 2% Peptone,
2% Kohlenstoffquelle
Synthetisches Minimal- 0,67% Yeast Nitrogen Base w/o Aminoacids, 2%
medium (SD) Kohlenstoffquelle
Aminosauren und Basen wurden wie folgt zugegeben:
Casein-Hydrolysat 1%
Ura, Ade, His, Trp, 30 pg/ml
Met, Lys, Leu

Als Kohlenstoffquelle wurden 2% Glukose, 2% Galaktose, 2% Raffinose oder 2%
Glycerin zusammen mit 2% Ethanol verwendet.

Feste Nahrmedien enthielten zusatzlich 2% Agar.

Zur Selektion auf plasmidhaltige Zellen, wurden die entsprechenden Aminosauren

oder Basen dem Medium nicht zugegeben.

Folgende Chemikalien wurden in den angegebenen Konzentrationen festen

Nahrmedien zugesetzt.

1 M NaCl 0,16 mg/ml Calcofluor White
0,4 mg/ml Kongorot 10 pg/ml Thiabendazol (TBZ)
5 mM Koffein 1 M Sorbitol

Die Anzucht der Hefestdmme erfolgte bei 30°C. Eine Ausnahme bildeten
temperatursensitive Stamme, die bei 25°C angezogen wurden und nur 1 bis 2

Stunden bei ihrer nichtpermissiven Temperatur von 37°C inkubiert wurden.
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2.2 Plasmide

Tab. 4: Verwendete Plasmide

Plasmid

Quelle/Referenz

Beschreibung

pFA6a-HisMX6

pFA6a-13myc-
His3MX6

PRK296

pRK329

pSE1111

PSE1112

pTD1

pVA3

YCplac22
YCplac33
YEplac112
YEplac195
pFM2-1
pRK717
pRK722
pRK724

pRK588

pGEX3X

(Longtine, et al., 1998)
(Longtine, et al., 1998)
R. Kélling, Dusseldorf

R. Kélling, Dusseldorf
(Fields und Song, 1989)
(Fields und Song, 1989)
(lwabuchi, et al., 1993)
(Iwabuchi, et al., 1993)

(Gietz und Sugino, 1988)
(Gietz und Sugino, 1988)
(Gietz und Sugino, 1988)
(Gietz und Sugino, 1988)
(Mdller, et al., 1987)

R. Kélling, Dusseldorf

R. Kélling, Dusseldorf

R. Kélling, Dusseldorf

R. Kélling, Dusseldorf

Amersham

Template fir die PCR-Amplifikation von
Fragmenten zur Gendeletion mit S. pombe
HIS5-Selektionsmarker

Template fir die PCR-Amplifikation von
Fragmenten zur C-terminalen Markierung von
Proteinen mit HIS3—Selektionsmarker

2u-Two Hybrid-Plasmid, tragt die mit einem
Haemagglutinin-Epitop markierte GAL4-
Aktivierungsdoméne (GAL4-AD-HA)

2y Two  Hybrid-Plasmid, trégt GAL4-
Bindedomane (GAL4-BD)

GAL4-AD-SNF4-Fusion im Two Hybrid-Vektor
pACT1

GAL4-BD-SNF1-Fusion im Two Hybrid-Vektor
pAS1

GAL4-AD-T-Antigen-Fusion im Two Hybrid-
Vektor pGAD424

GAL4-BD-p53-Fusion im Two Hybrid-Vektor
pGBT9

CEN/ARS Vektor mit TRP1 Selektionsmarker
CEN/ARS Vektor mit URA3 Selektionsmarker
2u Vektor mit TRP1 Selektionsmarker
2u Vektor mit URA3 Selektionsmarker

2u-Vector mit URA3 Selektionsmarker und
LEU2® Element zur Gewabhrleistung einer
starken Uberproduktion

CEN/ARS-Vektor mit 13myc-Epitop und URAS3
Selektionsmarker

2p-Vektor mit 13myc-Epitop und URA3 Selek-
tionsmarker

2u-Vektor mit GFP-Epitop und URA3 Selek-
tionsmarker

YEplac33 mit 350bp CYC17-Terminator Frag-
ment

Plasmid zur Herstellung von GST Fusions-
proteinen
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Tab. 5: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmide

Plasmid

Beschreibung

pRK702

pRK747

pRK730
pRK731
pRK732
pRK748

pRK807

pRK808

pRK801

pRK802

pRK803

pRK804

pRK800

pRK805

pRK806

pRK811

PRK812

pRK846

pRK847

UBP16-GST Fusion, 446bp EcoRI, BamHI PCR Fragment (Primer #509+510 /
Aminosauren 349-497) in pGEX3X

S. cerevisiae 2,17kb PCR Fragment amplifiziert von chromosomaler DNA (Primer
#473+474), blunt in die Smal Schnittstelle von pRK588 inseriert.

EcoRI/Hindlll UBP16-CYC1T Fragment aus pRK747 in YEplac195
EcoRI/Hindlll UBP16-CYC1T Fragment aus pRK747 in YEplac112
EcoRI/Hindlll UBP16-SUC2 Fragment aus pRK 748 in YEplac195

Insertion zweier Fragmente in das Sall/Hindlll gedffnete Plasmid pRK747. a)PCR
amplifizierter (Primer 473+537) C-Terminus von UBP16 von 1171bp geschnitten
mit Sall und Notl. b) Notl/Hindlll PCR amplifiziertes Invertase Fragment ohne
Signalsequenz von 2084bp (Primer #538+539)

S. cerevisiae 2,3kb UBP16-c-MYC PCR Fragment, amplifiziert vom Plasmid
pRK802 (Primer #669+725) in pFM2-1

S. cerevisiae 1,6kb UBP16 PCR Fragment, amplifiziert von chromosomaler DNA
(Primer #669+474) in pFM2-1

S. cerevisiae 1,4kb UBP16 PCR Fragment (Primer #673+653) mit Smal und
BamHI Schnittstellen in pRK329 (2 Hybrid Vector)

S. cerevisiae UBP16 PCR Fragment in pRK722 (2u Vector mit 13myc Epitop).
Zwei Schritt Konstruktion a) 1,5kb BamHI/Asp718 UBP16 PCR Fragment (Primer
#669+670) ohne Promotor in pRK722. b) 840bp Asp718/Sall UBP16
Promotorfragment aus pRK730 in Konstrukt aus Schritt a.

S. cerevisiae 3kb UBP16-c-MYC Fragment, Asp718/Pstl aus pRK802 in pRK717
(CEN/ARS Vektor mit 13myc Epitop)

S. cerevisiae 2kb UBP16 Fragment, Asp718/Smal aus pRK803 in pRK724 (2u
Vektor mit GFP Epitop)

S. cerevisiae 2,45kb UBP1 PCR Fragment (Primer #667+651) mit Smal und
BamH)| Schnittstellen in pRK329 (2 Hybrid Vector)

S. cerevisiae 2,9kb UBP1 PCR Fragment amplifiziert von chromosomaler DNA
(Primer # 723+679) mit angefiigten Smal Schnittstellen in pRK722

S. cerevisiae 2,9kb UBP1 PCR Fragment amplifiziert von chromosomaler DNA
(Primer # 723+679) mit angefiigten Smal Schnittstellen in pRK717

S. cerevisiae 1,3kb HAP5 PCR Fragment, amplifiziert von chromosomaler DNA
(Primer #795+796) mit angefiigten Smal Schnittstellen in pRK717

S. cerevisiae 1,3kb HAP5 PCR Fragment, amplifiziert von chromosomaler DNA
(Primer #795+796) mit angefiigten Smal Schnittstellen in pRK722

S. cerevisiae 2,25kb HAP4 PCR Fragment, amplifiziert von chromosomaler DNA
(Primer #795+796) mit angefugten Smal Schnittstellen in pRK717

S. cerevisiae 2,25kb HAP4 PCR Fragment, amplifiziert von chromosomaler DNA
(Primer #795+796) mit angefugten Smal Schnittstellen in pRK722
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2.3 Genbanken

Fur die Suche nach Proteininteraktionen mit Hilfe des Two Hybrid-Systems wurde

eine cDNA Bank der Firma Clontech (Matchmaker Two Hybrid System) sowie eine

Genbank mit chromosomalen Fragmenten (James, et al., 1996) eingesetzt.

2.4 Synthetische Oligonukleotide

Tab. 6: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Oligo Sequenz (5> 3) Beschreibung
#110 TCGATGATGAAGATACCC Sequenzierung von GAL4-AD Fusionen
#373 GGAAATTTATTAATTTTATCTATCATATARACTCATGT  R1{ Primer zur Amplifikation der Epitop
CAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC tagging Kassetten sowie der
Disruptionskasette nach Longtine et al. fur
uBP12
#375 TTGCAAGTTCTTAGCCAATCATCGTACTTGATTAGATT  R1 Primer fiir UBP13
GTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
#386 AGAAACACTAAATAATATTCTTCAACGTCCTGGTGCAT  R1 Primer fiir UBP7
ACGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
#466 CGAAAGAATGGATGAAGAGAACTATGAAGAAGAATTCT  F2 Primer zur Amplifikation der Epitop
GTCGCATCCCCGCGTTAATTAA tagging Kassetten nach Longtine et al. fiir
uBP11
#467 ATAACTGAAACTGGATCAACAAGCACATGTTTTTCTAA R4 Primer fiir UBP11
TTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
#470 AACAGTATATGCAAGGTACAGCAGTTACTACAAGCACA  F1 Primer zur Amplifikation der UBP16
ATCGCATCCCCCCCTTAATTAA Disruptionskassette nach Longtine et al.
HAT1 GAAATATGCTTATATGCTATACTACGAACGTGTARATA  F2 Primer fiir UBP16
AACGGATCCCCGGGTTAATTAA
HAT2 AATGATGGCAGTGGATACTGATGTGGATATGGATGCGT R4 Primer fiir UBP16
ARGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
#473 TAGTAATGGTTCCTGAAC Upstream Primer zur Verifikation der
Modifikation des UBP16 ORFs
#474 GGAGAGGCTGATACCGAT Downstream Primer zur Verifikation der
Modifikation des UBP16 ORFs
H#AT5 TAGCGATGTCTACGTATTGTTTTATGARAGGGTTTATG  F2 fiir UBP7
ACCGGATCCCCGGGTTAATTAA
#485 TTTGACCTTAGATGGAAATAATGATATGCCATGTTGAR  R1 fir UBP4
CGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
#509 CCCGGATCCAGAGATCCACATTCAATGGT Upstream Primer zur Amplifikation von

UBP16 Fragmenten mit BamHI

Schnittstelle
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#510

#537

#538

#539

#540

#541

#542

#543

#544

#546

#547

#549

#550

#551

#553

#554

#555

#556

#558

#559

#561

#562

#564

#565

#567

CCCGAATTCCCTACACGTTCGTAGTATAG

CCCCGCGGCCGCTTTATTTACACGTTCGTA

CCCGCGGCCGCATCAATGACAAACGAAACT

CCCAAGCTTCTTCGTTTCCCAAACCAG

AACAGAAGACCATAGAGATATTTCTGGTAAAGATGTAA
ACCGGATCCCCGGGTTAATTAA

TTATTGTTATTTACACAATTACGGATATCGTATTTATA
ACGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

AGTGCCTCTTCCGCTTCC

ACAAGAAGGTGATATTGAGCCATTGAAAAGAATTCTAA
AGCGGATCCCCGGGTTAATTAA

GCAATAGTGACATTTTACATAAACTCTTCATTGACTAA
GAgaattcgagctcgtttaaac

TTCGAGGACTGCCTATATTTTAATGTATCAAAAGAGAA
ATcggatccccgggttaattaa

TTATTTTTTATGTATTTTGTCTATAATACCACCCCCCG
TCgaattcgagctcgtttaaac

TAATGCATACGTTTTGTTTTATCACCGCGTCTACGGTG
TTcggatccccgggttaattaa

CACACCCAGTGCATATGTTTTATTTTACGAAAGAATTT
TTCGGATCCCCGGGTTAATTAA

CAATGTGCGCCATTCATGTGTTGCAAACCGGTAATTTG
ATGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

TGATAGTGCACTGATCTTAATGTATAAAGGATTTGGTC
TGCGGATCCCCGGGTTAATTAA

TCCGAAAAAACTATTAATTTTGAAAAAATGAAAAATGG
ACGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

ACAGGCATATTTATTATTCTACACCATTCGTCAAGTAA
ATCGGATCCCCGGGTTAATTAA

TTTTTTGTTTTATTATTATTGTTGAATGCTATTTGCTG
AAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

TAAGCAAAAAAGAAAATCGAGAATATTGAGCTTCATCA
AACGGATCCCCGGGTTAATTAA

GATGGGTCTCAACTATATGATGTATCGAAACAATCCCG
ATGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

AAAAAAATGGAAAAAAAATAAAAAAAGGAAGTTCACCA
AACGGATCCCCGGGTTAATTAA

TGCCTATGAAAAGAGGAAAATCCAGGAATATCGAGTTT
TTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

TTTGAATTTAAAAAATGGTGTGACACTAGAATCGCCAG
AACGGATCCCCGGGTTAATTAA

AATGATCGTGAAAATATGGCAAAAGAACAAGATGATAA
TACGGATCCCCGGGTTAATTAA

TATGAAAAAAAATGGTTATATTTATTTCTATACAAGAT
GCCGGATCCCCGGGTTAATTAA

Downstream Primer zur Amplifikation von
UBP16 Fragmenten mit EcoRI
Schnittstelle

Downstream Primer zur Ampllifilation von
UBP16 ohne Stop-Codon mit Not/
Schnittstelle

Upstream Primer zur Amplifikation des
SUC2 ORFs ohne Signalsequenz mit Not/
Schnittstelle

Downstream Primer zur Amplifikation des
SUC2 ORFs mit Hindlll Schnittstelle

F2 Primer fir UBP1
R1 Primer fir UBP1

Downstream Primer zur Verifikation der
Modifikation des UBP1 ORFs

F2 Primer fir UBP2
R1 Primer fur UBP2
F2 Primer fir UBP3
R1 Primer fur UBP3
F2 Primer fir UBP4
F2 Primer far UBP5
R1 Primer fur UBP5
F2 Primer fur UBP6
R1 Primer fur UBP6
F2 Primer fur UBP8
R1 Primer fur UBP8
F2 Primer far UBP9
R1 Primer fur UBP9
F2 Primer far UBP10
R1 Primer fur UBP10
F2 Primer far UBP12
F2 Primer far UBP13

F2 Primer fGr UBP14
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#568 ATATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTAAACGTTC
TTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

#570 ATCGCATTCTTCCTATGATAGACCAATGATCATTAAAA
ACCGGATCCCCGGGTTAATTAA

#571 ATGGAGAAAACATCAAAGCTAAACATAGTCGTAAGACG
TAGAATTCGAGCTCGTTTAAA

#651 CCCGGATCCGTTAGTTTACATCTTTACC
#653 CCCGGATCCGTTATTTATTTACACGTTC
#0667 CCCCCCGGGAATGGATTTGTTTATTGAA
#669 CCCGGTACCCAATGTCTTGGATAAAAAAT
#0670 CCCGGATCCCTTTATTTACACGTTCGTA
#673 CCCCCCGGGAGATTCTAAGCAGAGTATT
#0678 GGGCCCGGGGATGGATTTGTTTATTGAA
#724 GGGCCCGGGAGTGCCTCTTCCGCTTCC
#725 GGACGAGGCAAGCTAAAC

#793 GGGCCCGGGTTTTCTTATGTTACGGAT
#794 GGGCCCGGGAAATACTTGTACCTTTAA
#795 GGGCCCGGGTTGGTATATGAGTTTTAG
#796 GGGCCCGGGTTGTGGAAGAGGTCTTCT

R1 Primer fur UBP14
F2 Primer fir UBP15
R1 Primer fur UBP15
Subklonierung von UBP1 mit BamHI

Schnittstelle

Subklinierung von UBP16 mit BamHI
Schnittstelle

Subklonierung von UBP1 mit Smal
Schnittstelle

Subklinierung von UBP16 mit Kpnl
Schnittstelle

Subklinierung von UBP16 mit BamHI
Schnittstelle

Subklinierung von UBP16 ohne
Transmembrandomane mit BamHI|
Schnittstelle

Subklonierung von UBP1 mit Smal
Schnittstelle, Downstream Primer

Subklonierung von UBP1 mit Smal
Schnittstelle, Upstream Prime

Downstream Primer zur Ampifikation des
13myc Epitops und Modifizierter ORFs
aus pRK 72

Subklonierung von HAP4 mit Smal
Schnittstelle, Upstream Primer

Subklonierung von HAP4 mit Smal
Schnittstelle, Downstream Primer

Subklonierung von HAP5 mit Smal
Schnittstelle, Upstream Primer

Subklonierung von HAP5 mit Smal
Schnittstelle, Downstream Primer

2.5 Chemikalien und Enzyme

Acros Lysin, Natriumthiosulfat, Natriumcarbonat, Glycin
Amersham Amplify

Axis-Shield Optiprep

Bio-Rad Low Range SDS-Page Molekulargewichtsstandard
Braun-Melsungen Glasperlen 0,45 mm

Caesar & Loretz Glukose
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Difco

Fluka

GibcoBRL

ICN

J.T. Baker

Kodak

Life Technologies
Merck

Molecular Probes
New England Biolabs
PCR Inc. Florida
Pharmacia

Qiagen
Riedel-de Haen

Roche

Roth
Schleicher & Schuell

Seikagaku Kogyo Co.

Serva

Sigma

Thermo Hybaid
Whatman

2.6 Antikorper

Bacto Agar, Casaminoacids, Pepton, Trypton, Yeast Extract, Yeast Nitrogen
Base

Formaldehyd

Agarose, Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase, OptiprepT"’I
Tran**S-Label™, NBT

CaCl,, Kaliumacetat, NaCl, NaOH, PEG4000
Roéntgenfilme

G418/Geneticin

APS, EDTA, Leucin, TEMED, Adenin, Uracil, DMF
FM4-64

Restriktionsendonucleasen, BSA, EndoH;s

5-FOA

ProteinA-Sepharose

QlAprep® Spin Miniprep Kit (250), QIAquick® Gel Extraction Kit (250),
QIlAqick® PCR Purification Kit (250)

Essigsaure, Harnstoff, Natriumazid

High Pure Plasmid Isolation Kit, PCR Purification Kit, Alkalische
Phosphatase, BCIP, Klenow DNA-Polymerase, Restriktionsendonucleasen,
Expand Long PCR System, Lumi Light Western Blotting Substrate

DTT, Gel30 Acrylamid, Glycin, DMSO
Nitrocellulose-Membran, Membran Filter 45um HA
Ltd Zymolyase

Glycerin, SDS, Ethidiumbromid, , Tween20

Ampicillin,  Lithiumacetat, BCIP, NBT, PonceauS, ,Prestained"
Molekulargewichtsstandard, N-acetyl-dl-phenylalanin-naphthylester, Sucrose,
Triton X-100, BSA (IgG-frei), UBS Tris, n-Dodecyl--D-Maltosid, Brilliant blue,
Sorbitol

Synthetische Oligonukleotide
3 MM Papier

monoklonale Antikorper

anti-ALP
anti-c-myc (9E10)
anti-Dpm1

anti-Haemagglutinin (HA)

anti-Ubiquitin

Molecular Probes
BAbCO (Berkley Antibodies Co.)
Molecular Probes
BAbCO (Berkley Antibodies Co.)
BAbCO (Berkley Antibodies Co.)

polyklonale Antikoérper

anti-CPY

D. Wolff, Stuttgart
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anti-Pep12
anti-Pma
anti-Ste6
anti-F1-ATPase
anti-Porin
anti-Emp47
anti-PFK

anti Kar2
anti-Ubp16
anti-Aconitase

anti-Mgc1

sekundar Antikorper

anti-Maus Phosphatase gekoppelt
anti-Hase Phosphatase gekoppelt
anti-Maus Peroxidase gekoppelt

anti-Hase Peroxidase gekoppelt

anti-Maus DTAF gekoppelt

anti-Hase Rhodamin gekoppelt

2.7 Transformation

2.7.1 Transformation von E. coli

Hugh Pelham

R. Kélling, Dusseldorf
R. Kélling, Dusseldorf
Gottfried Schatz

T. Lisowsky, Dusseldorf
Stephan Schréder-Kéhne
J. Heinisch, Stuttgart
Mark Rose

diese Arbeit

T. Lisowsky, Disseldorf
T. Langer, Kdln

dianova
dianova
dianova
dianova
dianova

dianova

Die Transformation Rubidiumchlorid-kompetenter Zellen erfolgte nach dem Protokoll

3 von (Hanahan, 1985).

Elektokompetente Zellen wurden wie im Folgenden beschrieben transformiert.

Ein Aliquot von 40 ul kompetenter Zellen wurde mit 2 yl zu transformierender DNA

vermischt, etwa 2 min auf Eis inkubiert und in eine sterile Elektroporationskivette
Uberfuhrt. Der Stromstol (,Pulse®) erfolgte bei 1,5 kV, 25 yF und 200 Ohm, dabei

solite die Zeitkonstante des Pulse zwischen 4 und 5 msec. liegen. AnschlielRend

wurden die Zellen direkt mit 1 ml LB-Medium versetzt, fur ein bis zwei Stunden bei
37°C inkubiert und auf Selektiv-Medium ausplattiert.
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2.7.2 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von Hefezellen wurde nach der Lithiumacetat-Methode
durchgefuhrt (Ito, et al., 1983). Es wurden 5-10 ml einer Kultur mit ODgyo von 0,5-1,0
abzentrifugiert. Die Zellen wurden mit H,O gewaschen und in 200 ul 0,1 M LiOAc in
TE resuspendiert und fur 30 min bei 30°C inkubiert. AnschlieRend wurde 1 pug
Plasmid-DNA oder 45 pl eines PCR-Ansatzes zusammen mit 10 ul denaturierter
Heringssperma-DNA (10 mg/ml) zugegeben. Nach Zugabe von von 1,5 ml 40%
PEG4000 in 0,1 M LiOAc in TE und erneuter Inkubation bei 30°C fur 45 min erfolgte
der Hitzeschock, fur Plasmidtransformationen 5 min bei 42°C und fiur die
Transformation von PCR-Fragmenten 30 min. AnschlieBen wurden die Zellen
abzentrifugiert, in 200 ul H,O aufgenommen und auf Selektivmedium ausplattiert.

Zur Transformation von Genbanken wurde jeweils die zehnfache Menge an Zellen
und Losungen eingesetzt sowie bis zu 50 uyg DNA. Die Transformation von Genbank
DNA erfolgte alternativ nach dem ,High efficiency transformation protocol“ von (Gietz
und Woods, 2002).

2.8 Praparation von DNA

2.8.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Plasmid-DNA aus E. coli wurde aus 1,5 ml stationarer Kultur nach dem Verfahren der
alkalischen Lyse (modifiziert) isoliert (Maniatis, et al., 1982). Zur Restiktionsanalyse
wurden 200 ng der isolierten Plasmid-DNA in einem Gesamtvolumen von 20 ul
geschnitten.

Hochreine Plasmid-DNA fur Sequenzierungen und Klonierungen wurde mit dem
QIAprep® Spin Miniprep Kit (250) der Firma Quiagen nach Angaben des Herstellers

isoliert.
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2.8.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

1,5 ml einer Uber Nacht gewachsenen 5 ml Hefekultur wurden in einem Einmal-
Reaktionsgefald abzentrifugiert und in 100 yl STET (8% w/v Sucrose, 50 mM Tris pH
8,0, 50 mM EDTA, 5% (v/v) Triton X-100) resuspendiert. Nach Zugabe von etwa 0,2
g Glasperlen wurden die Zellen fur 5 min auf einem Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-
VXR) aufgebrochen. Der Zellaufschlu® wurde mit 100 yl STET versetzt, kurz
geschuttelt und fur 3 min bei 95°C gekocht. Anschliel3iend wurde der Aufschluss auf
Eis abgekuhlt und fur 10 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. 100 pl des
Zentrifugationsuberstandes wurden in ein frisches Reaktionsgefald dberfihrt und mit
50 ul 7,5 M Ammonium Acetat versetzt. Nach einer Stunde bei —20°C wurden die
Proben erneut fiir 10 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. 100 pl des Uberstandes
wurden mit 200 pl eiskaltem Ethanol (absolut) versetzt, um die DNA auszufallen.
Nach einer erneuten Zentrifugation fur 15 min bei 13.000 rpm wurden die DNA
Pellets getrocknet und in 20 pl Wasser resuspendiert. 2-10 ul Plasmid DNA wurden

fur die Retransformation in E. coli Zellen eingesetzt.

2.8.3 Isolierung von chromosomaler DNA aus S. cerevisiae

Um Template fur PCR Reaktionen zu gewinnen, wurde wenig Zellmaterial einer
frisch gewachsenen Kolonie in 40 pyl 20 mM NaOH resuspendiert, 90 sec in der
Mikrowelle erhitzt und anschlieBend kraftig geschittelt. Nach Inkubation bei
Raumtemperatur Gber Nacht und erneutem Schutteln wurden 1-2 ul der DNA fir die

PCR Reaktion eingesetzt.

2.9 Enzymatische Modifikation von DNA

2.9.1 DNA-Restriktion

Das Schneiden der DNA erfolgte mit 1 U Enzym pro ug DNA. Die Inkubation erfolgte
fur 2-3 h oder Uber Nacht, bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur. Es wurde

ausschlieBlich mit dem Puffersystem der Firma New England Biolabs gearbeitet.
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2.9.2 Auffiillen von liberstehenden 5° Enden

5'-Uberstehende Fragmente wurden nach der in (Maniatis, et al., 1982)
beschriebenen Methode aufgeflllt. FUr die Reaktion wurde 1 U Klenow-Polymerase

eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 30 min bei 16°C.

2.9.3 Entfernen von liberstehenden 3 Enden

3'-Uberstehende Enden wurden nach der in (Maniatis, et al., 1982) beschriebenen
Methode mit T4-DNA Polymerase (2-5 U pro yg DNA) entfernt. Der Ansatz wurde fur
30 min bei 16°C in T4 Polymerase-Puffer der Firma Gibco BRL mit 0,1 mM dNTP’s
inkubiert.

2.9.4 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Die Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten erfolgte mit alkalischer Phosphatase
aus Kalberdarm (CIP). Hierzu wurde nach erfolgter Restriktion 1 U CIP in den
Restriktionsansatz zugegeben und 60 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde
durch einfrieren gestoppt. Die weitere Aufreinigung erfolgte durch elektrophoretische

Auftrennung in einem Agarosegel (2.11).

2.9.5 Ligation

Die Ligation von DNA erfolgte mit 60 ng dephosphorylierter Vektor-DNA und dem
zweifachen molaren Uberschuss an Insert-DNA in einem Gesamtvolumen von 20 pl.
Fur die Ligation wurde 1 U T4 DNA-Ligase der Firma Geibco BRL in dem

mitgelieferten Puffer eingesetzt. Die Reaktion erfolgte bei 16°C Uber Nacht.
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2.10 PCR-Amplifikation von DNA

Fur die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde das ,Expand High Fidelity“ System
der Firma Roche sowie der ,Primus 25/96 Thermocycler® der Firma MWG Biotech
verwendert. Die Reaktionen wurden in einem Endvolumen von 25-100 pl
durchgefuhrt.

2.10.1 Spezifische Amplifikation von Plasmid-DNA

Fir die Amplifikation von Plasmid-DNA wurde Puffer 2 (1,5 mM MgCl,) verwendet, je
2 UM der entsprechenden Primer, 200 yM dNTP-Mix, 1 ng Plasmid-DNA und 1 U
Enzym.

Es wurde folgendes Programm fir die Amplifikation verwendet:

1. Denaturieren der DNA 4 min 94°C

2. 25X Denaturieren der DNA 30 sec 94°C
Bindung der Primer (Annealing) 30 sec 55°C
DNA-Synthese (Elongation) 2 min 68°C

3. DNA-Synthese (Elongation) 15 min 68°C

Die Annealing Temperatur, die Elongtionszeit sowie die Anzahl der Syntheseschritte
wurde an die spezifischen Schmelztemperaturen der Primer und an die Grolie des

erwartete PCR Produktes angepasst.

2.10.2 Spezifische Amplifikation chromosomaler DNA

Die PCR Reaktionen zur Amplifikation chromosmaler DNA wurden mit Puffer 3 (ohne
MgCl,) unter Zugabe von 4 mM MgCly, je 2 uM der entsprechenden Primer, 200 pM
dNTP-Mix, 2 yl DNA und 1 U Enzym durchgefuhrt.
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Fur die Amplifikation wurde folgendes Programm verwendet:

1. Denaturieren der DNA 4 min 94°C

2. 35X Denaturieren der DNA 1 min 94°C
Bindung der Primer (Annealing) 1 min 55°C
DNA-Synthese (Elongation) 3 min 68°C

3. DNA-Synthese (Elongation) 15 min 68°C

Auch bei diesem Protokoll wurden die Bedingungen reaktionsspezifisch angepasst.

2.11 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente von 0,2 bis 10 kb wurden in 1-1,5%igen Agarosegelen aufgetrennt.
Als Gel- und Laufpuffer diente 0,5 X TAE (20 mM Tris; 10 mM NaOAc; 1 mM EDTA
pH 8,0). Ethidiumbromid wurde dem Gel sowie dem Laufpuffer mit einer
Endkonzentration von 0,5 pg/ml zugesetzt. Die DNA-Proben wurden vor dem
Auftragen mit 1/10 Volumen Blaumarker (0,2% Bromphenolblau in 25% Glycerin)
versetzt. Die Auftrennung erfolgte bei maximal 250 V. Als GroRen- und
Konzentrationsstandard diente 1 ug Lambda DNA, die mit EcoRI und Hindlll

geschnitten war.

2.12 lIsolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die DNA-Isolierung wurde mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit (250) der Firma

Quiagen nach Anleitung des Herstellers durchgefuhrt.

2.13 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde durch Vergleich der Bandenstarke mit dem

Konzentrationsstandard in einem Agarosegel bestimmit.
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2.14 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA-Proben erfolgte durch die Firma Seq-Lab.

2.15 Herstellung von Proteinextrakten fiir die Western-Analyse

Zur Herstellung von Proteinextrakten fir die Western-Analyse wurden 2 ODgg
Einheiten einer logarithmisch wachsenden Hefekultur bei 4000 rpm abzentrifugiert
(ODg0o=0,4-0,7; 2-4X10” Zellen/ml). Die Zellen wurden in Wasser gewaschen und in
100 pl Lysispuffer (0,3 M Sorbitol; 50 mM HEPES; 10 mM NaNj; pH 7,5) mit
Proteinaseinhibitoren (0,5 pg/ml von Aprotinin, Antipain, Chymostain, Leupeptin,
Pepstatin A und 1,6 ug/ml Benzamidin, 1 ug/ml Phenanthroline, sowie 170 ug/mli
Phenylmethylsulfonylfluoride) aufgenommen. Nach Zugabe von Glasperlen (& 0,45
mm) bis zur Flussigkeitsgrenze wurden die Zellen 4 min auf einem Vibrax (Janke &
Kunkel, Vibrax-VXR) aufgeschlossen. Danach wurden 200 pl Lysispuffer mit
Proteaseinhibitoren zugegeben und gut gemischt. 250 pl des Zellaufschlussen
wurden in ein neues Reaktionsgefal® dUberfihrt und mit 250 pl Probenpuffer (4%
SDS; 20% Glycerin; 125 mM Tris/HCI pH 6,8; 0,2% Bromphenolblau; 20 mM DTT)
versetzt. Der Extrakt wurde anschliel3end bei 50°C fur 30 min zum Nachweis von
Membranproteinen erhitzt, oder zum Nachweis von l6slichen Proteinen fur 5 min bei
95°C gekocht. Unlésliche Zellbestandteilen wurden im Anschluf? fir 2 min bei 13.000
rom abzentrifugiert. Die Proben wurden bei —20°C gelagert und vor dem Auftrag auf
ein SDS-Polyacrylamidgel (2.17) erneut solubilisiert. Aufgetragen wurden jeweils 50
Ml der frisch denaturierten Extrakte, was einer Menge von 0,2 ODgoo- Einheiten Zellen

entspricht.

2.16 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von (Bradford,
1976) mit dem ,Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent® (Bio-Rad). Hierzu wurde 1 pl
der Zellextrakte auf ein Gesamtvolumen von 0,8 ml mit Wasser verdinnt und mit 0,2

ml Reagenz versetzt. Nach 10 min bei Raumtemperatur wurde die
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Extinktionsanderung bei 595 nm im Spektralphotometer gemessen. Eine BSA-

Stammldsung bekannter Konzentration diente der Erstellung einer Standardkurve.

217 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen in SDS-

Polyacrylamidgelen

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen erfolgte nach der
Methode von (Laemmli, 1970) in diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen. Es wurde
ein 5%iges Sammelgel (125 mM Tris/HCI pH 6,8; 0,1% SDS; 0,025% APS; 0,1%
TEMED; 5% Acrylamid) und eine 7,5-10%iges Trenngel (375 mM Tris/HCI pH 8,8;
0,1% SDS; 0,025% APS; 0,1% TEMED; 7,5-10% Acrylamid) verwendet. Der
Laufpuffer enthielt 25 mM Tris; 0,192 M Glycin; 0,1% SDS bei pH 8,3. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte bei maximal 250 V und einer maximalen

Stromstarke von 35 mA.

2.18 Coumassie Farbung von Protein-Banden im SDS-Gel

Die Gele wurden fur mindestens vier Stunden in 0,5% Brilliant Blue in 20% Methanol,
7% Essigsaure gefarbt und anschlieBend mit Entfarber (20% Methanol, 7%
Essigsaure) so lange behandelt, bis die Gele wieder transparent und Proteinbanden
gut sichtbar waren. Danach wurden die Gele so lange in Wasser gewaschen, bis sie

nicht mehr nach Essigsaure rochen und Uber Nacht zwischen Cellophan getrocknet.

2.19 Immunologischer Nachweis von Proteinen durch Western-

Analyse

Nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung wurden die Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert. Die Ubertragung erfolgte in Transferpuffer (25
mM Tris; 192 mM Glycin; 20% Methanol) fur 3 h bei 60 V oder uber Nacht bei 40 V.
Der Transfer wurde durch reversibles Anfarben der Proteinbanden mit PonceauS

kontrolliert.
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Unspezifische Bindestellen wurden durch Inkubation der Membran fir 30 min in
PBS/TWEEN (10 mM Natriumphosphat pH 7,2; 150 mM NaCl; 0,05% TWEEN20) mit
1% Magermilchpulver blockiert. Die Reaktion mit dem Primarantikorper erfolgte bei
einer fur den Antikdrper spezifischen Verdinnung in PBS/TWEEN mit 1%
Magermilchpulver fir 90 min bei Raumtemperatur. Danach wurde die Membran drei
mal mit PBS/TWEEN gewaschen. Die Inkubation mit dem Sekundarantikérper (anti-
Maus-IgG bzw anti-Kaninchen-IgG, gekoppelt mit alkalischer Phosphatase oder
Peroxidase) erfolgte GUber 60 min bei Raumtemperatur in PBS/TWEEN. Anschlie3end
wurde die Membran zwei mal in PBS/TWEEN gewaschen. Der Nachweis der
gebunden Antikérper erfolgte entweder Uber die alkalische Phosphatase oder die
Peroxidase.

Nachweis Uber alkalische Phosphatase: hierzu wurde die Membran ein weiteres Mal
in Substratpuffer (0,1 M Tris/Hcl pH 8,8; 0,1 M NaCl; 2 mM MgCl,) gewaschen. Der
Antkorpernachweis erfolgte durch die Farbreaktion des Enzyms in Substratpuffer,
dem 0,1 mg/ml BCIP und 1 mg/ml NBT zugegeben wurden. Die Farbreaktion wurde
in Wasser gestoppt.

Nachweis Uber Peroxidase: der Antikdrpernachweis erfolgte Uber die
Peroxidasereaktion mit Hilfe des ,Lumi Light Kits“ der Firma Roche, nach
Herstellerangabe. Die Lumineszenz wurde mit dem ,LAS-System“ der Firma Fuiji

aufgenommen.

Eine Quantifizierung der Banden erfolgte densitometrisch (DUOSCAN f40, AGFA)

mit dem Programm ,NIH Image®.

2.20 Zellfraktionierung

2.20.1 Differentielle Zentrifugation

4 ODegoo Einheiten einer logarithmischen Hefekultur wurden abzentrifugiert, in Wasser
gewaschen, in Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren (2.15) resuspendiert und mit
Glasperlen fiur 3 min auf einem Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-VXR)
aufgeschlossen. Intakte Zellen und grobe Zelltrimmer wurden durch eine
Zentrifugation Uber 5 min bei 500 g abgetrennt. Um die Ldslichkeit mit Detergentien

zu testen, wurden die Proben mit 1% Triton X-100 fir 30 min vor der anschlieRenden
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Zentrifugation auf Eis inkubiert. Zum Pelletieren der P13-Fraktion wurden die
Zellextrakte fur 10 min bei 13.000 g zentrifugiert. Die Uberstéande wurden erneut bei
100.000 g zentrifugiert, wodurch die P100-Fraktion (Pellet) und die S100-Fraktion
(Uberstand) erhalten wurden. Die Fraktionen wurden in Probenpuffer aufgenommen,
und aquivalente Mengen wurden mittels SDS-PAGE und Western-Analyse (2.19) auf

die Gegenwart von Proteinen hin analysiert.

2.20.2 Membran-Floatation

Das Experiment wurde mit einigen Modifikationen, wie von (Bagnat, et al., 2000),
beschrieben durchgefluhrt. 20 ODgoo Einheiten einer logarithmisch wachsenden
Hefekultur wurden abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen und in TNE (50 mM Tris
pH 7,4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA) aufgenommen. Die Lyse erfolgte, wie bereits
beschrieben, mit Glasperlen (2.20.1). Nicht aufgeschlossene Zellen wurden durch
Zentrifugation fur 5 min bei 500 g abgetrennt. Um die Loslichkeit mit Detergenzien zu
testen, wurde eine Halfte der Extrakte (etwa 125 pl) mit 1% Triton X-100 behandelt.
Die andere Halfte wurde auf Eis gelagert. AnschlieRend wurden beide Extrakte mit
250 pl 60% Optiprep gemischt. Diese nun 40% Optiprep-Losung mit den
Zellextrakten wurde in ein Zentrifugengefal® Uberfuhrt und vorsichtig mit 600 ul 30%
Optiprep in TNE (im Falle der Triton behandelten Probe mit TXNE, TNE Puffer mit
0,1% Triton X-100) und 100 pl TNE (bzw. TXNE) Puffer uberschichtet. Die
Gradienten wurden fur zwei Stunden bei 77.000 rpm und 4°C in einem Beckmann
TLA100.2 Rotor zentrifugiert. Sechs gleiche Fraktionen wurden abgenommen, mit
Probenpuffer versetzt und mittels Western-Analyse (2.19) auf die Gegenwart von

Proteinen untersucht.

2.20.3 Sucrose-Dichte-Gradienten

Die Zellen von 150 ml Kultur (ODgoo von 0,4-0,7) wurden durch Vakuumfiltration auf
einer Nitrocellulosemembran gesammelt und in 250 pl eiskaltem STED10 (10%
Sucrose; 10 mM Tris/HCI, pH 7,6; 10 mM EDTA; 1 mM DTT) mit Proteaseinhibitoren
(2.15) resuspendiert. Dann wurden Glasperlen (Y 0,45 mm) bis zur

Flissigkeitsoberkante zugegeben und die Suspension wurde fir 3 min auf einem
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Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-VXR) geschittelt. Nach Zugabe von 1 ml STED10
wurde der Ansatz gemischt, von den Glasperlen abgenommen und der Uberstand
uber 5 min bei 500 g zentrifugiert, um nicht aufgeschlossene Zellen zu pelletieren. 1
ml des Uberstands wurde auf einen Sucrose-Gradienten gegeben. Dieser wurde
hergestellt, indem in einem SW40-Zentrifugationsgefall (Beckmann) 4 ml STEDS0
(wie STED10 mit 53% Sucrose), 4 ml STED34 (wie STED10 mit 35% Sucrose) und 4
ml STED20 (wie STED10 mit 20% Sucrose) sorgfaltig Ubereinandergeschichtet
wurden. Das Gefall wurde nun mit Parafilm verschlossen und vorsichtig in eine
horizontale Lage gebracht. Nach dreistiindiger Diffusion bei 4°C wurde der nun
kontinuierliche Gradient aufgerichtet und mit dem Zellextrakt Gberschichtet. Nach
Zentrifugation fur exakt 14 h in einem Beckmann SW40-Rotor bei 30.000 rpm
(114.000 g), wurden Fraktionen zu 700 pl vom Gradienten abgenommen. Aliquots
wurden mit dem gleichen Volumen 2x Probenpuffer (2.15) versetzt und 30 min bei
50°C inkubiert. Hiervon wurden jeweils 50 ul elektrophoretisch aufgetrennt (2.17).

Der spezifische Nachweis von Proteinen erfolgte durch Western-Analyse (2.19).

2.21 Praparation von Mitochondrien

Die Praparation von reinen Mitochondrien wurde wie von (Meisinger, et al., 2000)

beschrieben durchgefuhrt.

2.22 Deglykosylierung von Proteinen

Hefezellen wurden, wie bereits beschrieben angezogen, abzentrifugiert und mit
Glasperlen lysiert (2.15). Der Zellextrakt (0,1 ODgoo Einheit Zellen/ul) wurde mit
einem Volumen SDS-Gel Probenpuffer verdinnt und fur 20 min bei 50°C solubilisiert.
Fur die Deglykosylierungsreaktion wurden 2,5 ODgoo Einheiten Zellextrakt in 25 pl mit
200 ul Wasser, 25 ul G5 Puffer (Mitgeliefert mit dem Enzym) verdinnt. 5 pl EndoHs
(1.000.000 U/ml) wude zugegeben und die Proben inkubierten tber 1 h bei 37°C.
Danach wurden sie mit 150 yl SDS-Gel Probenpuffer (2.15) versetzt und fur 15 min
auf 50°C erhitzt. Anschlielend wurden die Proben durch Western-Analyse (2.19) auf
die Gegenwart von Proteinen analysiert. Als Kontrolle wurde eine Probe bei 37°C
ohne EndoH; inkubiert.
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2.23 Pulse-Chase-Experimente

Zur Bestimmung der Halbwertszeit von Hap4 und Hap5 wurden Hefezellen tUber
Nacht in Minimalmedium (YNB und Aminosauren) angezogen. Es wurden 6 ODggo
Einheiten logarithmisch wachsender Zellen abzentrifugiert und in 3 ml frischem
Medium aufgenommen (2 ODgoo/ml). Die Zellen wurden 15 min bei 30°C inkubiert.
Die radioaktive Markierung neu synthetisierter Proteine erfolgte durch Zugabe von 50
MCi [35S]-Methionin (,Pulse®). Nach 15 min wurde 1/50 Volumen konzentrierte
Chase-Losung (0,3% Cystein; 0,4% Methionin) beigemischt (,Chase®). Nach 0, 20,
40, 60 und 120 min wurden Aliquots zu je 500 ul abgenommen. Die Zellen wurden 1
min bei 13.000 rpm abzentrifugiert und mit 10 mM NaN; gewaschen. Die Pellets
wurden in 110 pl Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren (2.15) resuspendiert und in ein
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal mit 400 mg (5 mg) Glasperlen ( 0,45 mm)
uberfuhrt. Der Aufschluld erfolgte durch dreiminutiges Schutteln auf einem Vibrax.
Nach Zugabe von 100 ul 2x Probenpuffer (2.15) wurden die Zellextrakte Gber 30 min
bei 50°C denaturiert. AnschlieRend wurden die Proben zur Immunprazipitation (2.24)

eingesetzt.

2.24 Immunprazipitation

Zu den Proben wurde 800 pl IP-Dilutionspuffer (1,25% Trition X-100; 6 mM EDTA; 60
mM Tris/HCI, pH 7,6) gegeben. Unlbsliches Zellmaterial wurde durch eine
funfminutige Zentrifugation abgetrennt. Nach Inkubation mit 5 yl 9E10-Antiserum
(anti-c-myc) uber Nacht bei 4°C erfolgte die Zugabe von 50 pl einer 20%igen
ProteinA-Sepharose-Lésung. Die Proben wurden weitere 3 h bei 4°C inkubiert und
anschlie3end dreimal mit IP-Puffer (1% Triton X-100; 0,2% SDS; 150 mM NaCl; 50
mM Tris/HCI, pH 7,6; 5 mM EDTA) gewaschen. Das Pellet wurde in 50 pl IP-Puffer
aufgenommen und mit 50 ul Probenpuffer (2.15) und 100 mM DTT versetzt .Die
Denaturierung erfolgte fur 30 min bei 50°C. Jeweils 50 yl des immunprazipitierten
Materials wurde auf ein SDS-Gel geladen und elektrophoretisch aufgetrennt (2.17).
AnschlieBend wurden die Gele 30 min in Entfarberlosung (20% Methanol, 7%

Essigsaure) fixiert, fur weitere 30 min mit Amplify behandelt und 2 h bei 80°C
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getrocknet. Die Proteine wurden durch Autoradiografie mit einem Kodak Rdntgenfilm

nachgewiesen.

Eine Quantifizierung der Banden erfolgte densitometrisch (DUOSCAN 40, AGFA)

mit dem Programm ,NIH Image®.

2.25 Mikroskopische Untersuchungen

Alle mikroskopischen Untersuchungen wurden mit einem Zeiss Axioskop
durchgefuhrt. Die Bilder wurden mit der AxioCam der Firma Zeiss und der Kamera
Software ,AxioVision“ aufgenommen und mit dem Programm ,Adobe Photoshop 5.0¢

nachbearbeitet.

2.25.1 GFP

Hefezellen wurden Uber Nacht exponentiell herangezogen und auf einem
Objekttrager durch das Mischen mit ,low-melting“-Agarose fixiert. Die GFP-

Fluoreszenz wurde mit einem FITC-Filtersatz beobachtet.

2.25.2 Aufnahme von FM4-64

FM4-64 ist ein Farbstoff, der in der lebenden Zelle spezifisch Membranen des
endozytischen Weges anfarbt. Die Anwendung erfolgte nach (Vida und Emr, 1995).
Die Zellen wurden exponentiell in Vollmedium (YEPD) herangezogen, 0,2 ODggo
Einheiten wurden abzentrifugiert und in 90 pl frischem Medium aufgenommen. Nach
Zugabe von 10 pyl 16 mM FM4-64 (in Wasser) wurden die Ansatze bei 30°C und
guter Bellftung inkubiert. Nach 15 min wurden die Zellen pelletiert und in der
gleichen Menge frischem Medium aufgenommen. Nach weiteren 30-60 min wurden
die Zellen mit ,low-melting“-Agarose vermischt und so auf einem Objekttrager fixiert.

Die Beobachtung der Fluoreszenz erfolgte mit einem Rhodamin-Filtersatz.
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2.25.3 Anfarben von Mitochondrien

Zum Anfarben der Mitochondrien wurde jeweils 1 ml einer logarithmisch tUber Nacht
angewachsenen Kultur (0,2 —0,5 ODgoo Einheiten) abzentrifugiert und in 1 ml
frischem SD Medium pH 7,2 mit 400 nM MitoTracker Red™ aufgenommen.
Temperatussensitive Stamme wurden vor dem Farben eine Stunde auf 37°C
Uberfuhrt und alle folgenden Inkubationsschritte wurden ebenfalls bei 37°C
durchgefihrt. Die Zellen wurden fir 30-60 min im Dunkeln bei Raumtemperatur
gefarbt und anschlielend in 1 ml frischem SD Medium pH 7,2 oder PBS
aufgenommen. Nach 30 min bei Raumtemperatur und Dunkelheit wurden die Zellen
mit ,low-melting“-Agarose vermischt, um sie auf dem Ojekttrager zu fixieren. Die

Beobachtung der Fluoreszenz erfolgte mit einem Rhodamin-Filtersatz.

2.25.4 Immunfluoreszenz

Hefezellen einer logarithmisch Uber Nacht herangewachsenen Kultur wurden durch
Zugabe von Formaldehyd (5% Endkonzentration) zum Kulturmedium far vier Stunden
fixiert. Das Spharoplastieren der Zellen sowie die Antikdrperreaktion wurde wie bei
(Pringle, et al., 1989) beschrieben durchgefiihrt. Zum Nachweis des c-myc-Epitop
markierten Proteine wurde der anti-c-myc Antikorper 9E10 verwendet. Zur Farbung
der DNA wurde der DNA-bindende Farbstoff DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)

benutzt (Sigma Chemicals, St. Louis).

2.26 Protease-Schutz-Experiment

20 ODegyo Einheiten Zellen einer logarithmisch wachsenden Kultur wurden
abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen und in 3 ml Softening Puffer (100 mM Tris pH
9,4, 10 mM DTT) aufgenommen. Nach 30 minutiger Inkubation bei 30°C wurden die
Zellen mit Spheroplasten Puffer (1 M Sorbitol, 20 mM Pipes pH 6,8) gewaschen und
anschlie3end in 5 ml Spheroplasten Puffer aufgenommen. Nach Zugabe von 240 ug
Zymolyase-T100 wurden die Zellen fur 45 min bei 30°C speroplastiert. Die
Spheroplastierung wurde unter dem Mikroskop kontrolliert.  Erfolgreich

spheroplastierte Zellen wurden einmal in Spheroplasten Puffer gewaschen und
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anschliefend in 10 ml PS100 (100 mM Sorbitol, 50 mM Kaliumacetat, 5 mM
Magnesiumacetat, 100 mM KCI, 1 mM CacCl,, 20 mM Pipes pH 6,8) aufgenommen.
Die Lyse erfolgte durch 20 StoRe im Dounce Homogenisator mit enggangigem
Pestel. Drei Aliquots von ungefahr 2 ODgoo Einheiten wurden wie folgt behandelt. A)
800 ul Zellextrakt (2 ODgoo Einheiten) wurde mit 100 pl PS100 versetzt und auf Eis
gelagert. B) 800 ul Zellexrakt wurden mit 80 pyl PS100 versetzt C) 800 ul Zellextrakt
wurden mit 0,25% Triton X-100 und 2,5% n-Dodecyl-B-D-Maltosid versetzt und 10
min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie®end wurde zu Ansatz B und C 50 pg
Proteinase K zugegeben. Der Verdau erfolgte fur 20 min auf Eis. Die Reaktion wurde
mit 5 mM PMSF 30 min auf Eis gestoppt. Anschlielend wurden zu allen drei Proben
100 pg/ml BSA und 5% TCA zugegeben. Zur Ausfallung der Proteine wurden die
Proben weitere 30 min auf Eis inkubiert und danach 30 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert. Die Proteinpellets wurden mit 1 M Tris pH 8,0 gewaschen und erneut fur
10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. AnschlielRend wurden die Pellets in 1 M Tris pH
8,0 und 2x SDS Probenpuffer (2.15) resuspendiert und 30 min auf 50°C erhitzt. Der

Nachweis von Proteinen erfolgte durch Western-Analyse (2.19).

2.27 FACS Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorting)

0,6 ODgpo-Einheiten logarithmisch wachsender Zellen wurden abzentrifugiert und in 1
ml frischem Medium aufgenommen. Fiur die Messung der Mitochondrien-Menge
wurden diese mit dem Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker Red™ (2.25.3) angefarbt.
FUr die Messung im FACS Gerat wurden die Zellen in 1 ml 10 mM Tris pH 5,0 auf

0,06 ODgpo-Einheiten/ml eingestellt und mit einem Rhodamin Filtersatz analysiert.

2.28 Tropftests

Um das Wachstum auf verschiedenen Kohlenstoffquellen, in Anwesenheit
verschiedener Chemikalien sowie nach Stickstoffhunger zu testen, wurden die
Hefezellen auf die entsprechenden Platten getropft und bei 30°C. Fur die Kontrolle
auf Temperatursensitivitat wurden die Zellen bei 37°C angezogen. Von jedem zu

testenden Stamm wurden jeweils 15 yl aus 4 Verdinnungen (0,1; 0,01; 0,001; und
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0,0001 ODggp Einheiten) einer logarithmisch wachsenden Kultur auf eine Platte

getropft.

2.29 Stickstoffhunger Test

Hefezellen einer frihlogarithmischen wachsenden Kultur wurden abzentrifugiert, in
Wasser gewaschen und in Stickstoffmangelmedium (SD-Medium ohne Amonium
Acatat) aufgenommen. Die Zellen wurden anschlie3end uber mehrere Tage bei 30°C
inkubiert. Zellen, die nicht in der Lage sind die Autophagozytose zu starten, sterben
in Medium ohne Stickstoff. Zur Bestimmung der Uberlebensfahigkeit der Zellen
wurden die Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten (direkt nach Aufnahme in
Stickstoffmangelmedium, to sowie nach 3 bis 5 Tagen bei 30°C t;) auf YPED platten
getropft (2.28) und bei 30°C angezogen.

2.30 Bestimmung der Paarungsaktivitat

Ein Zellrasen des Hefestammes #29, der fur 3 Tage auf einer YPED Platte bei 30°C
gewachsen war, wurde auf eine SD-Medium Platte ohne zusatzliche Aminosauren
Replika plattiert. Auf die Replika Platte wurden dann die zu testenden MATa Stamme
aufgetropft (2.28) und bei 30°C inkubiert. Nur diploide Zellen (die Paarungsprodukte)
waren in der Lage auf den SD-Medium Platten zu wachsen.

2.31 Praparation von Fusionsproteinen

E. coli Zellen wurden mit dem UBP16-GST Fusionsplasmid pRK702 transformiert
und in LB Medium mit Ampicillin bis zur frihlogarithmischen Phase bei 37°C
angezogen. Die Expression des Fusionsplasmids wurde durch Zugabe von 1,5 mM
IPTG induziert. Nach weiteren 2-3 h bei 37°C wurden die Zellen bei 8.000 rpm in
einem Beckmann JA10 Rotor abzentrifugiert. Die Zellen wurden in Lysepuffer (50
mM Tris pH 7,5, 5 mM EDTA, 0,3 M NaCl, 5 mM MgCl, + 100 ug DNasel und
Protease Inhibitoren (2.15) aufgenommen, wobei das Puffervolumen ungefahr das 2-

2,5 fache des Zellpellet-Volumens betragen sollte. Die Zellen wurden in der ,French



Material und Methoden Seite 41

Press” bei 10.000 psi lysiert. Um die ,inclusion bodies“, welche das Fusionsprotein
enthielten auf zu reinigen, wurde ein ,insoluble prep“ durchgeflihrt. Daflr wurde der
Zellextrakt bei 10.000 rpm und 4°C fur 10 min in einem Beckmann JA20 Rotor
abzentrifugiert, in 20 ml Waschpuffer 1 (1 M NaCl, 10 mM Tris pH 7,5) gewaschen,
erneut zentrifugiert und ein zweites mal in 20 ml Waschpuffer 2 (10 mM Tris pH 7,5)
gewaschen. Nach wiederholter Zentrifugation bei 10.000 rpm bei 4°C fir 10 min
wurde das Pellet schlieBlich in 1 ml TE (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA)
aufgenommen. Das Fusionsprotein wurde anschlieBend zwei mal Uber ein
praparatives SDS PAGE Gel aufgereinigt und fur die Immunisierung von Kaninchen
an Seq-Lab geschickt. Fir Western-Analysen wurden affinitatsgereinigte Antikbper

eingesetzt.

Abb. 4. Praparation des Ubp16-GST
A B Fusionsproteins. Die Proteine im SDS-Gel
1 2 3 4 1 2 3 4 5 wurden durch Coumassie Blau geféarbt

(A) Induktion des Fusionsproteins durch IPTG,

Spur1:1ug Proteinstandard; Spur 2: Zellextrakt
vor der Induktion; Spur 3: Zellextrakt 2 h nach

der Induktion; Spur 4: Kontrolle des

- Zellaufschlusses durch die French Press.
_ = Aufgetragen wurden jeweils 0,2 ODgy
N \

Einheiten..

(B) Aufreinigung des Fusionsproteins, Spur 1: 2 ug Proteinstandard; Spur 2: 5 ug Proteinstandard;
Spur 3: 1 pl der Aufreinigung; Spur 4: 0,5 ul der Protein-Aufreinigung; Spur 5: 0,2 ODgo Einheiten des
Extraktes nach der Induktion durch IPTG.

2.32 Herstellung von Azetonpuder

Azetonpuder wurden eingesetzt um den Hintergrund polyklonaler Antiseren zu
reduzieren. Die Zellen, die zur Herstellung des Puders eingesetzt wurden, trugen
eine Disruption fur das Gen, dessen Protein Epitop flr das zu reinigende Antiserum
war. Die Herstellung erfolgte mit wenigen Anderungen wie von Harlow und Lane in
»2Antibodies a laboratory manual® beschrieben.

800 ml einer logarithmisch wachsenden Hefezellkultur wurden bei 5.000 rpm in
einem Beckmann JA10 Rotor fir 15 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml

0,9% NaCl pro Gramm Pellet Nassgewicht aufgenommen und fur 5 min auf Eis
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inkubiert. Die Zellsuspension wurde zwei mal bei 1.300 psi in der French Press
aufgeschlossen. Der Extrakt wurde flr weitere 5 min auf Eis inkubiert und
anschliellend mit 80 ml kaltem Azeton kraftig verruhrt. Die Losung wurde fur 30 min
auf Eis gelagert. Nach 10 min Zentrifugation bei 4°C und 10.000 g (9.500 rpm in
einem Beckmann JA20 Rotor) wurde das Pellet in Azeton resuspendiert, 10 min auf
Eis inkubiert und erneut 10 min bei 4°C und 10.000 g abzentrifugiert. Das erhaltene
Pellet wurde auf Whatman Papier ausgestrichen, getrocknet und schlielich fein
zerrieben. Aus 800 ml Kultur wurde etwa 1 g Puder gewonnen. Das Puder wurde
abgeschlossen von Licht und Luft bei Raumtemperatur gelagert werden.

Zum Abtrennen unspezifischer Antikdrper wurde das Azetonpuder in einer
Konzentration von etwa 1% zum Serum zugegeben. Nach 30 min bei 4°C wurde das
Puder bei 4°C und 10.000g fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand enthielt die

greinigten Antikorper.
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2.33 Kreuzung von Hefestammen und Tetradenanalyse

Die haploiden Kreuzungspartner wurden auf einer YPED-Platte miteinander gemischt
und 5 h bei 25°C inkubiert. Danach wurden Zygoten mit einem Mikromanipulator auf
einer YPED-Platte vereinzelt und fur 3 Tage bei 25°C inkubiert. Zur Sporulation
wurden die Zellen in YPED-Flissigmedium uUber Nacht herangezogen, dreimal mit
sterilem Wasser gewaschen und in 3 ml Sporulationsmedium (1% KOAc mit
essentiellen Aminosauren) aufgenommen. Nach dreitagiger Inkubation bei 25°C
wurde 1 ml des Ansatzes abzentrifugiert und die Zellen in 1 ml sterilem Wasser
aufgenommen. Zur Entfernung der Ascuswand wurden 20 ul der Suspension mit 20
Ml Zymolyaselésung (0,2 mg/ml) gemischt und fir 5 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurden die Sporen mit einem Mikromanipulator auf einer YPED-Platte

zum Auskeimen abgelegt.

2.34 Gen-Deletion und Gen-Modifikation in S. cerevisiae

Gen-Deletionen von S. cerevisiae wurden durch homologe Rekombination von
Markern in die chromosomale DNA bei gleichzeitiger Deletion des gewunschten
Gens erzielt. Hierzu wurde die von (Longtine, et al., 1998) beschriebene, auf PCR
basierende Methode der Gendeletion benutzt. Es wurden 60mere Oligonukleotide
verwendet, deren 20 3’-standigen Basen die Amplifikation eines Selektionsmarkers
erlauben, der auf einem Plasmid vorliegt. Die 40 5’-stdndigen Basen sind
genspezifisch und erlauben die homologe Rekombination. Diese Methode wurde
ebenfalls verwendet, um Proteine C-terminal mit einem Epitop zu markieren. Der
Erfolg der Genmanipulationen wurde mit mindestens zwei unabhangigen PCR-
Reaktionen verifiziert, indem sowohl die Disruptionskassette flankierende Primer als
auch interne Primer verwendet wurden. Dadurch konnten nur bei gelungener

Manipulation spezifische PCR-Produkte der erwarteten GroRRe entstehen.
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3 ERGEBNISSE
3.1 Charakterisierung der UBP Disruptionsstamme

3.1.1 Untersuchung der UBP Mutanten auf Wachstumsdefekte

Uber die Familie der Ubps ist noch wenig bekannt. Die 16 UBP Gene sind nicht
essentiell. Alle Disruptionsstamme zeigen ein normales Wachstum bei 30°C. Des
Weiteren wurden bisher erst fur wenige Ubps spezifische Substrate und Funktionen
in der Zelle gefunden. Um die Proteinfamilie naher zu charakterisieren und
moglicherweise spezifische Funktionen zu finden, wurde das Wachstum aller 16
Disruptionsstamme auf  verschiedenen Medien getestet. Auftretende
Wachstumsdefekte sollten Ruckschlisse auf Funktion oder Lokalisation in der Zelle

ermoglichen.

BY-WT Aubp1 Aubp4 Aubp10 Aubp16

YEPD 30°C
YEPD 37°C
NaCl -
Sorbitol [ 2K} @ & =
Galaktose [LIK _BEEE
Raffinose

® =
®

Abb. 6: Untersuchung der UBP Disruptionsstamme auf Wachstumsdefekte.

Die Zellen wurden in Vollmediumkulturen angezogen und in 4 Verdinnungen, jeweils 1:10 von links
nach rechts, auf die verschiedenen Mediumplatten getropft. Gezeigt ist das Wachstum des
Wildtypstammes im Vergleich zu dem des UBP1, UBP4, UBP10 und des UBP16 Disruptionsstammes.
Die Zellen wurden zum einen auf Vollmedium-Platten (YEPD) fir 3 Tage bei 30 bzw. 37°C angezogen
und zum anderen wurden sie auf Platten mit alternativen Kohlenstoffquellen (Galaktose, Raffinose,
Glycerin/Ethanol) und verschiedenen Zusatzen (1 M NaCl, 1 M Sorbitol, 5 mM Koffein, 0,4 mg/ml
Kongorot, 0,16 mg/ml Calcofluor white, 10 pug/ml Thiabendazol (TBZ)) fir 3 bis 5 Tage bei 30°C

angezogen.



Ergebnisse Seite 45

Auf Vollimedium zeigten alle Disruptionsstamme bei 30°C ein mit dem Wildtypstamm
(BY-WT) vergleichbares Wachstum. Als einzige der Disruptanten zeigte der Aubp4
Stamm bei 37°C ein leicht reduziertes Wachstum, was dem bisher bekannten
Wachstumsverhalten der Disruptionsstamme auf Vollmedium entspricht (Amerik, et
al., 2000a). Erstaunlicherweise wuchsen die meisten der Disruptionsstdmme unter
den verschiedenen getesteten Bedingungen genau wie der Wildtypstamm (gezeigt
fur Aubp1 und Aubp16 in Abbildung 6), nur zwei Disruptionsstamme zeigten
eindeutige Wachstumsdefekte. Die auffalligsten Defekte zeigte dabei der
Aubp4/Adoa4 Stamm. Dieser Stamm wuchs nur sehr schlecht auf Platten mit
Galaktose als Kohlenstoffquelle und wuchs gar nicht auf Platten mit Raffinose oder
Glycerin/Ethanol als Kohlenstoffquelle. Hefen nutzen bevorzugt Glukose fir die
Energiegewinnung. In Anwesenheit von Glukose, werden die Gene, die zur
Verwertung anderer Kohlenstoffquellen noétig sind, reprimiert, man spricht dabei von
Glukoserepression (Trumbly, 1992). Fur das Wachstum auf alternativen
Kohlenstoffquellen mufld die Glukoserespression aufgehoben werden, damit eine
Synthese der bendtigten Enzyme moglich wird. Dies scheint in dem UBP4
Disruptionsstamm nicht mehr unbeeintrachtigt ablaufen zu kdénnen. Bei der
Verwertung von Glukose (oder anderer fermentierbarer Kohlenstoffquellen) gewinnen
die Hefen die bendtigte Energie aus der Garung. Glycerin/Ethanol ist eine
Kohlenstoffquelle, die nicht vergoren werden kann. Daher sind die Hefezellen
gezwungen, bei der Verwertung von Glycerin/Ethanol, ihre Energie, Uber die Atmung
zu gewinnen, was intakte und aktive Mitochondrien voraussetzt. Da der UBP4
Disruptionsstamm Uberhaupt nicht in der Lage war auf den Glycerin/Ethanol Platten
zu wachsen, ist vermutlich die Funktion der Mitochondrien in dieser Mutante gestort.
AulRer auf den oben aufgefihrten Kohlenstoffquellen, zeigte der UBP4
Disruptionsstamm ebenfalls kaum bis gar kein Wachstum auf Platten, denen Koffein
oder Kongorot zugegeben worden war. Die Wirkung dieser Chemikalien ist nicht
genau bekannt, aber Hefezellen, die Defekte im Aufbau der Zellwand haben,
scheinen auf Medien, denen diese Chemikalien zugegeben wurden, nicht oder nur
schlecht wachsen zu kdnnen. Daher ist moglicherweise der Zellwandaufbau in Aubp4
Mutante ebenfalls beeintrachtigt. Auch der Aubp10 Stamm =zeigte ein deutlich
reduziertes Wachstum auf den koffein-haltigen Platten. Zusatzlich konnte bei diesem
Stamm kein Wachstum auf Platten, denen 1M NaCl zugegeben wurde, beobachtet

werden. Diese hohe Salzkonzentration verursacht in Hefezellen osmotischen Stress



Ergebnisse Seite 46

(Marquez und Serrano, 1996). Die Disruption von UBP10 scheint daher deutliche
Defekte in der osmotischen Stressantwort auszulésen. Einen wesentlich schwacher
ausgepragten Wachstumsdefekt auf den Platten mit NaCl zeigten Aubp1 und Aubp4,
deren Wachstum im Vergleich zum Wildtyp nur ein leicht reduzierte war. Neben der
Canavinin-Sensitivitat der Aubp4 Mutante (Amerik, et al., 2000a), konnten in dieser
Arbeit weitere Bedingungen gefunden werden, unter denen die Mutante nicht
lebensfahig war. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Ubp10 unter Hochsalz-
Bedingungen essentiell wird.

Alle anderen getesteten Disruptionsmutanten zeigten kein verandertes Wachstum
unter den untersuchten Bedingungen. Dies konnte darauf hindeuten, dass diese
Ubps redundante Funktionen haben und sich gegenseitig ersetzen konnen. Es
konnten allerdings Bedingungen gefunden werden, unter denen einzelne Ubps
essentiell zu sein scheinen, was dafur spricht, dass die deubiquitinierenden Enzyme

spezialisiert sind und moglicherweise nur ein sehr enges Substratspektrum haben.
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Abb. 7: Untersuchung der UBP Disruptanten auf Defekte bei der Paarung und der Autophagozytose.
(A) Bestimmung der Paarungsaktivitat: Alle Disruptionsstdmme sowie der Wildtypstamm wurden in
Vollmedium angezogen und in 4 Verdinnungen (jeweils 1:10) auf Minimalmediumplatten getropft, auf
denen zuvor ein Rasen aus Mata Zellen replika-plattiert worden war. Auf diesen Platten konnten nur
die Paarungsprodukte, die diploiden Zellen anwachsen. Die Inkubation erfolgte fir 3 Tage bei 30°C.
(B) Stickstoffmangel Test: Die Hefezellen wurden aus einer friih-logarithmischen Vollmediumskultur in
Stickstoffmangelmedium Uberfiihrt, nach 4 Tagen Stickstoffhunger auf Vollmediumplatten getropft und
fir 3 d bei 30°C inkubiert.
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Neben dem Wachstum wurde die Paarungsaktivitit sowie die Fahigkeit
Hungerbedingungen zu Uberleben, bestimmt. Die Paarungsaktivitat der Mutanten
(Abbildung 7 A ) unterschied sich nicht von der des Wildtypstammes (BY4741).
Keines der 16 Ubps scheint direkten Einfluss auf den Paarungsprozess zu haben.
Unter Hungerbedingungen koénnen Hefezellen den bendtigten Stickstoff, durch
Autophagozytose bereit stellen indem sie zelleigene Proteine in der Vakuole
verdauen (Thumm, 2000, Abeliovich und Klionsky, 2001). Zellen mit
Autophagozytose-Defekt sind dagegen nicht in der Lage, Stickstoffhunger zu
Uberleben. Defekte bei der Autophagozytose traten nur im Aubp4/doa4 Stamm auf
(Abbildung 7 B). Dies ist ein weiterer Phanotyp der UBP4 Disruption, der bisher noch

nicht beschrieben wurde.

3.1.2 Ubiquitinierungsmuster in den UBP Disruptionsmutanten

Die durchgefuhrten Tests haben gezeigt, dass die meisten Deletionen der Ubps
keinen Einfluss auf das Zellwachstum, die Paarungsaktivitdt oder die
Autophagozytose haben. Dennoch wurden fir UBP4 und UBP10 Bedingungen
gefunden, unter denen diese Gene fur die Zelle essentiell werden. Dies lasst
vermuten, dass die einzelnen Ubps unterschiedliche Funktionen in der Zelle austuben
und daher auch unterschiedliche Substrat-Spezifitaten aufweisen. Potentielle
Substrate eines Ubps sollte in dessen Disruptionsstamm nicht mehr deubiquitiniert
werden und aus diesem Grund hyperubiquitiniert vorliegen. Um spezifische Substrate
der Ubps zu identifizieren wurde deshalb die Verteilung ubiquitinierter Proteine in
Zellextrakten der 16 Disruptionsstamme sowie des Wildtypstammes untersucht.
Dazu wurden die Zellen zum einen in Medium mit Glukose und zum anderen in
Medium mit Glycerin/Ethanol also Kohlenstoffquelle angezogen. Die Extrakte wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die ubiquitinierten Proteine wurden im Western-

Blot durch Antikorper gegen Ubiquitin nachgewiesen.
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Abb. 8: Ubiquitinierungsmuster in den UBP Disruptionsstammen. Zellextrakte der Disruptionsstamme
und des Wildtypstammes wurden im SDS-PAGE Gel aufgetrennt. Der Nachweis ubiquitinierter
Proteine erfolgte im Western-Blot Uber Antikdrper gegen Ubiquitin. (A) Zellextrakte der in glukose-
haltigem Medium angezogenen Zellen. Spur 1: Aubp1; Spur 2: Aubp2;... Spur 16: Aubp16; Spur 17:
BY-WT (B) Zellextrakte der in Glycerin/Ethanol-haltigem Medium angezogenen Zellen. Spur 1: Aubp1;
Spur 2: Aubp2; Spur 3: Aubp3; Spur 4: Aubp5; Spur 5: Aubp6;... Spur 15: Aubp16; Spur 16: BY-WT

Fur zwei Ubps konnten zusatzliche Banden identifiziert werden. Im Zellextrakt des
UBP3 Disruptionsstammes traten 4 Extrabanden von etwa 35, 41, 46 und 50 kDa auf
(Abb. 8 A Spur 3, B Spur 3). Von Ubp3 sind bereits Interaktionspartner beschrieben
worden. Es konnte gezeigt werden, dass Ubp3 die Proteinkinase Ste7 deubiquitiniert
(Wang und Dohlman, 2002). Ste7 hat eine Grofke von 57,5 kDa und ist damit gréflzer
als die identifizierten Banden. AuRerdem gibt es Hinweise darauf, dass Ubp3 wichtig
fur das Silencing von Chromatin ist (Moazed und Johnson, 1996). Moglicherweise
handelt es sich daher bei den gefundenen Banden um Proteine, die flr das Silencing
notig sind. Im Extrakt des UBP14 Disruptionsstammes trat eine starke Extrabande
von etwa 17 kDa auf sowie drei schwachere Banden, eine Bande davon im Bereich
um etwa 24 kDa und zwei um 8-10 kDa (Abb. 8 A Spur 14, B Spur 13). Es konnte
bereits gezeigt werden, dass Ubp14 freie Ubiquitinketten schneidet und dass sich
diese Ketten in der Disruptionsmutante anhaufen (Amerik, et al., 1997). Ein
Ubiquitinmonomer ist 8 kDa grof3. Die GroRRen der detektierten Banden entsprechen
in etwa der Grolke von Di- und Triubiquitin. Daher handelt es sich bei den

identifizierten Banden vermutlich um freie Ubiquitinketten. Ein generell schwacheres
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Signal im Western-Blot zeigten Aubp4, Aubp6 und Aubp9. Durch Anfarben der
Nitrozellulose-Membran mit PonceauS, direkt nach dem Proteintransfer, wurde die
aufgetragene Proteinmenge kontrolliert. Auf beiden Membranen aus Abbildung 8
befanden sich vergleichbare Proteinmengen der Zellextrakte. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass die Ubiquitinierung in den drei Disruptionsstammen
tatsachlich insgesamt reduziert war. In Aubp6 und Aubp9 konnte nur eine schwache
Reduktion der Ubiquitinierung beobachtet werden, wahrend die Reduktion im UBP4
Disruptionsstamm sehr stark war. Ubp4 gehort zu den bisher am besten
untersuchten Ubps. Es wurde gezeigt, dass der Spiegel an freiem Ubiquitin in der
UBP4/DOA4 Disruption reduziert ist (Swaminathan, et al., 1999). Das erklart, warum
im Zellextrakt so gut wie keine Ubiquitin-Konjugate nachgewiesen werden konnten.
Mdglicherweise ist das Fehlen freien Ubiquitins auch ein Grund fur die beobachteten
Wachstumsdefekte der Aubp4 Mutante. Der Zellextrakt des UBP10
Disruptionsstammes dagegen zeigt scheinbar eine insgesamt starkere
Ubiquitinierung (Abb. 8 A Spur 10). Moglicherweise handelt es sich dabei um
ubiquitinierte Membranproteine. Es gibt Untersuchungen, die zeigen, dass
Ubp10/Dot4 an der posttranskriptionalen Regulation von Gap1 einer
Aminosaurenpermease beteiligt ist. Gap1, ein 65 kDa grolles Membranprotein,
scheint durch Ubp10 deubiquitiniert zu werden (Kahana, 2001). Erstaunlicherweise
zeigt der Extrakt, der UBP10 Disruption der in Glycerin/Ethanol haltigem Medium
angezogenen Zellen, eine Reduktion der Ubiquitinierung (Abb. 8 B Spur 9). Das
konnte bedeuten, dass die Aktivitat dieses Enzyms in Abhangigkeit von der
Kohlenstoffquelle, auf der die Zellen wachsen, reguliert wird. Im Bandenmuster der
Extrakte, von den in Glycerin Ethanol angezogenen Zellen, waren insgesamt im
Bereich zwischen 20 und 50 kDa leichte Veranderungen zu erkennen (Abb. 8 B), im
Vergleich zu den Extrakten, der in Glukose angezogenen Zellen (Abb. 8 A). Dies ist
wahrscheinlich auf die veranderten Stoffwechselbedingungen und die dadurch
bendtigten Proteine zurlickzufihren. Neben Aubp10 zeigte ansonsten kein weiterer
Disruptionsstamm eine veranderte Ubiquitin-Verteilung in den Glycerin/Ethanol
Extrakten. Fur einige Ubp’s konnten spezifische Substrate nachgewiesen werden.
Wahrend andere, wie Ubp4 eher den gesamten Ubiquitin-Haushalt zu regulieren
scheinen. Die meisten Disruptionsstamme zeigten jedoch kein verandertes Muster
ubiquitinierter Proteine im Zellextrakt. Dies konnte bedeuten, dass die Ubps

redundante Funktion in der Zelle haben, oder dass die Substrate der Ubps
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madglicherweise nur sehr schwach exprimiert sind und daher im Gesamt-Zellextrakt

nicht nachgewiesen werden konnen.

3.1.3 Untersuchung der UBP Mutanten auf Defekte im endozytischen Weg

Die klassische Funktion der Ubps ist das Recycling von Ubiquitin. Dies bedeutet,
Ubiquitin wird vor dem Abbau der markierten Proteine abgespalten und der Zelle
erneut zur Verfigung gestellt. Neben der Recycling-Funktion, scheinen einige Ubps
auch spezifische Aufgaben in der Zelle zu haben. Fur Ubp4 gibt es Hinweise auf eine
Funktion an spaten Endosomen im endozytischen Weg. Um nun alle UBP Mutanten
auf Defekte im endozytischen Weg zu testen, wurde die Aufnahme des
Fluoreszenzfarbstoffes FM4-64 untersucht. Der Farbstoff wird durch die Membranen
des endozytischen Weges in die Zelle aufgenommen und schlieBlich in der
Vakuolen-Membran angehauft. Bei einer Blockade des endozytischen Weges, sollte
der Farbstoff nicht mehr bis an die Vakuolen-Membran gelangen. In allen 16
Disruptionsmutanten, wie auch im Wildtyp, war die Vakuolen-Membran deutlich
gefarbt (Daten nicht gezeigt). Daraus lalt sich schlieRen, dass der Membran-

Transport zur Vakuole in keiner der UBP Mutanten blockiert ist.

3.2 Identifizierung membrangebundener Ubps

Die Ubiquitinierung von Membranproteinen ist wichtig fur den Transport dieser
Proteine Uber den endozytischen Weg in die Vakuole, wo sie abgebaut werden. Zum
einen scheint die Ubiquitinierung das Endozytose Signal flr die Internalisierung von
Oberflachenproteinen zu sein (Hicke, 1999), und zum anderen das Signal fur die
Aufnahme in sogenannten MVBs (Multi Vesicular Bodies), uber die das Cargo ins
Vakuolen-Lumen transportiert wird (Katzmann, et al., 2001, Urbanowski und Piper,
2001). Die Regulation des Ubiquitinierungsgrades eines Proteins kdnnte prinzipiell
durch Ubiquitinierung, wie auch durch Deubiquitinierung erfolgen. So wird
beispielsweise fur Ubp4 eine regulatorische Funktion an spaten Endosomen
vorgeschlagen (Amerik, et al., 2000b). Daher sollte nach Ubps gesucht werden, die

moglicherweise regulatorischen Einfluss auf den Transport von Membranproteinen
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haben. Ausgangspunkt war die Vermutung, dass solche Ubps durch eine Assoziation
mit den entsprechenden Membranen an ihren Wirkungsort gebunden sind.

Durch Floatations-Experimenten sollte eine mdogliche Bindung der Ubps an
Membranen gezeigt werden. Um die Proteine im Western-Blot nachweisen zu
konnen, war es notig, sie mit einem 13-myc Epitop zu markieren. Mit Hilfe der
Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde eine ,Tagging Kassette” amplifiziert, die fur
das 13-myc Epitop und einen Selektionsmarker kodiert, flankiert von homologen
Bereichen des zu markierenden Gens (Longtine, et al., 1998). Uber homologe
Rekombination wurde die Kassette im Austausch gegen das Stopcodon, an das 3
Ende des offenen Leserasters, in das Chromosom integriert (Abb. 9 A). Die
Markierung der Ubps wurde im Western-Blot Uberpruft. Es wurden jeweils 5
Transformanten fur jedes zu markierende Protein untersucht. Scheinbar ist es auch
innerhalb des 13-myc Epitops zu Rekombinationsereignissen gekommen, so dass fur

einige der markierten Ubps Varianten unterschiedlicher GroRe auftraten (Abb. 9 B).

Primer Primer
A N\ 13-myc Epitop| Marker N\ Abb 9: Markierung der Ubp-

Proteine mit einem 13-myc
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Ubp13 konnte auch nach mehreren Versuchen nicht erfolgreich markiert werden und

wurde in den folgenden Untersuchungen nicht berlcksichtigt. Um nun die Membran-
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Assoziation der markierten Ubps zu untersuchen, wurden Zellextrakte in einer
osmotisch inaktiven Ldsung hoher Dichte aufgenommen und mit Lésungen
geringerer Dichte  Uberschichtet. Wahrend der Zentrifugation wandern
membranassoziierte Proteine aufgrund der geringeren Dichte im Gradienten nach
oben. Proteinkomplexe und I6sliche Proteine hingegen bleiben in den Fraktionen
héherer Dichte. Nach der Zentrifugation wurden sechs gleiche Fraktionen von oben
abgenommen und auf die Gegenwart von Proteinen untersucht. Die meisten Ubps

zeigten dabei eine Verteilung Uber den gesamten Gradienten (Abb. 10).
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Abb 10: Untersuchung aller Epitop markierten Ubps auf Membran-Assoziation. Zellextrakte der
Hefestdmme mit den C-terminal markierten Ubp Proteinen wurden mit einem OptipréipT'VI Gradienten
Uberschichtet und zentrifugiert. Es wurden 6 gleiche Fraktionen abgenommen (Spur 1-6) und mittels
Western-Analyse auf die Gegenwart von Proteinen untersucht. Die Fraktionen 1 und 2 (Spur 1 und 2)
reprasentieren die Membran-Fraktion, 4-6 (Spur 4-6) die I6sliche Fraktion. Der rechte Teil der

Abbildung zeigt die mit Triton X-100 behandelte Halfte der Zellextrakte.
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Membranproteine steigen in dem Gradienten zu den Fraktionen geringerer Dichte
auf. Die untersuchten Membranproteine Pep12, ein endosomales SNARE Protein
und Pma1, die Plasmamembran ATpase wurden ausschliellich in den Fraktionen 1
und 2 nachgewiesen (Abb. 11 E und F), wahrend das I6sliche Marker-Protein, die
Phosphofruktokinase (Pfk) in den Fraktionen 3-6 nachgewiesen wurde (Abb. 11 G).
Die Fraktionen 1 und 2 enthalten also die Membranproteine und konnen daher als
Membran-Fraktion bezeichnet werden. Die I0sliche Fraktion mit den
zytoplasmatischen Proteinen umfal3t die Fraktion 3-6. Nach der Extraktion mit dem
Detergenz Triton X-100, welches Membran-Strukturen auflést, verhalt sich Pep12 wie
ein l6sliches Protein und befindet sich ausschliellich in der I6slichen Fraktion. Von
Pma1 hingegen befindet sich auch nach der Extraktion ein signifikanter Anteil in der
Membran-Fraktion. Pma1 ist zum Teil in sogenannten “Rafts” lokalisiert (Bagnat, et
al., 2001). Das sind Membrandomanen, die resistent gegen die Wirkung von Triton
X-100 sind. Das Fraktionierungsverhalten des l6slichen Proteins Pfk wurde durch

Triton X-100 nicht beeinflusst. Pfk befand sich immer in der I6slichen Fraktion.

Tab. 7: Membran-Assoziation der 13-myc Epitop markierten Ubp Varianten

Protein Membran-Fraktion I6sliche Fraktion
Anteil in % Anteil in %
UBP1 32 68
UBP2 21 79
UBP3 21 79
UBP4 37 63
UBP5 27 73
UBP6 23 77
UBP7 27 73
UBP8 31 69
UBP9 41 59
UBP10 19 81
UBP11 36 64
UBP12 22 78
UBP14 16 84
UBP15 27 73
UBP16 88 12
Pep12 94 6
PFK 7 93

PFK-c-myc 12 88
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Abb. 11: Bestimmung der Membran-Assoziation durch Floatations-Experimente. Zellextrakte der
Hefestamme mit den C-terminal markierten Ubp Proteinen wurden mit einem Optiprap™ Gradienten
Uberschichtet und zentrifugiert. Es wurden 6 gleiche Fraktionen abgenommen (Spur 1-6) und mittels
Western-Analyse auf die Gegenwart von Proteinen untersucht. Die Fraktionen 1 und 2 (Spur 1 und 2)
reprasentieren die Membran-Fraktion, 4-6 (Spur 4-6) die l6sliche Fraktion. Der rechte Teil der
Abbildung zeigt die mit Triton X-100 behandelte Halfte der Zellextrakte. (A) Ubp16 13-myc (RKY1908),
(B) Ubp1 13-myc (RKY1894) , (C) Ubp4 13-myc (RKY1897), (D) Ubp14 13-myc (RKY1906), (E)
Pep12, (F) Pma1, (G) Pfk, (H) Hydropathie-Profil von Ubp16.
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Die meisten der Ubp Proteine lie3en sich nicht eindeutig einer Fraktion zuordnen. Zu
einem gewissen Anteil scheinen fast alle mit Membranen assoziiert zu sein. Um
auszuschliel3en, dass die Assoziation mit den Membranen durch das 13-myc Epitop
bedingt ist, wurde das Fraktionierungs-Verhalten einer 13-myc Epitop markierten Pfk
Variante untersucht. Die markierte Pfk Variante zeigte die gleiche Verteilung, wie das
nicht markierte Protein, wodurch ein Einfluss des ,Epitop-Tags“ auf die Membran-
Assoziation ausgeschlossen werden konnte. Die Ubps lie3en sich im Western-Blot in
allen 6 Fraktionen nachweisen, wobei der Protein-Anteil in der Membran-Fraktion
unterschiedlich stark war. Der Anteil der einzelnen Ubps in der Membran-Fraktion ist
in Tabelle 7 wiedergegeben. Ubp14 (Abb. 11 D) war das Protein mit dem geringsten
Anteil (16%) in der Membran-Fraktion. Dieser Wert entspricht in etwa dem der
I6slichen Pfk mit 10%. Aufgrund seiner Funktion, dem spalten freier Ubiquintinketten,
wirde man fur Ubp14 auch keine Membran-Assoziation erwarten. Andere Ubps
hingegen zeigten deutlich groRere Anteile in der Membran-Fraktion. Dazu gehérten
Ubp1, und Ubp4/Doa4, Ubp9 und Ubp11. Ubp4 (Abb. 11 C) zeigte mit 37%
signifikante Anteile in der Membran-Fraktion. Von Ubp4 wird vermutet, dass es eine
Funktion bei der Bildung von “Multi vesicular bodies” (MVB) am spaten Endosom hat.
Hier deubiquitiniert Doa4 moglicherweise Proteine, die in MVBs verpackt werden
(Amerik, et al., 2000b). Der Membran-Anteil von Ubp1 war mit 32% geringer als bei
Ubp4. Aber Abbildung 11 B zeigt eine modifizierte Form von Ubp1, die bei etwas
hoherem Molekulargewicht im SDS Gel lauft. Diese modifizierte Form findet sich
ausschlieBlich in der Membran-Fraktion und ist Triton X-100 I6slich. Die im Gel
schneller laufende Bande befindet sich hauptsachlich in den Fraktionen 3-6. Nach
der Triton X-100 Extraktion zeigen beide Banden das gleiche Fraktionierungs-Muster.
Dies konnte bedeuten, dass Ubp1 durch eine Modifikation an Membranen rekrutiert
werden kann.

Das einzige Ubp, welches vollstandig in der Membran-Fraktion nachgewiesen wurde,
war Ubp16 (Abb. 11 A). Damit ist Ubp16 als einziges Ubp der Hefe permanent an
Membranen gebunden. Das Hydropathie-Profil von Ubp16 zeigt am N-Terminus
einen Bereich hydrophober Aminosauren, der als Membrananker fungieren konnte
(Abb. 11 H). Dies deutet darauf hin, dass es sich bei Ubp16 um ein integrales
Membranprotein handelt.
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3.3 Charakterisierung der Membran-Assoziation von Ubp16

Ubp16 kann integral oder peripher mit der Membran assoziiert sein. Der hydrophobe
N-Terminus des Proteins lal3t aber vermuten, dass es sich um ein integrales
Membranprotein handelt. Bei einer Zentrifugation mit 100.000 g werden Membranen
und damit die mit Membranen assoziierten Proteine pelletiert, |0sliche Proteine
bleiben im Uberstand. Um zu testen, auf welche Weise Ubp16 mit Membranen
assoziiert ist, wurden Zellextrakte des Ubp16 13-myc Stammes mit dem Detergenz
Triton X-100 und 0,1 M Na,COz pH11 behandelt. Triton X-100 I6st die
Membranstruktur auf, integrale und periphere Membranproteine werden solubilisiert
und sollten nicht mehr pelletierbar sein. 0,1 M Na,CO3 pH11 I6st periphere Proteine
von Membranen ab, integrale Membranproteine sollten dagegen weitgehend

unbeeinflusst bleiben.
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Abb. 12: Charakterisierung der Membran-Assoziation von Ubp16. Unbehandelte (Spur 1-3) sowie mit
Triton X-100 (Spur 4-6) oder Na,CO; (Spur 7-9) behandelte Zellextrakte des Ubp16 13-myc Stammes,
wurden fiir eine Stunde bei 100.000 g zentrifugiert. Mittels SDS-PAGE und Western-Analysen wurden
die erhaltenen Fraktionen auf die Anwesenheit von Proteinen untersucht. Der Nachweis von Ubp16
13-myc (oben) erfolgte iber Antikdrper gegen das Epitop (9E10). Das endosomale Protein Pep12
(unten) wurde Uber spezifische Antikdrper gegen das Protein selbst nachgewiesen. Spur 1, 4, 7:
Zellextrakt; Spur 2, 5, 8: S100 Fraktion (l6sliche Proteine); Spur 3, 6, 9: P100 Fraktion

(Membranproteine).
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Pep12, ein endosomales SNARE Protein, ist ein integrales Membranprotein, das
Uber eine Transmembrandomane am C-Terminus in der Membran verankert ist. Wie
fur Membranproteine erwartet, lielRen sich Pep12 und Ubp16 13-myc durch eine
Zentrifugation bei 100.000 g pelletieren (P100 Fraktion). Nach der Extraktion mit
Triton X-100 befand sich Pep12 ausschlieBlich in der S100 Fraktion, dem Uberstand
nach der Zentrifugation. Ubp16 13-myc hingegen lie3 sich auch nach der
Behandlung mit dem Detergenz noch pelletieren (Abb. 12). Das konnte bedeuten,
dass sich Ubp16 in detergenz-resistenten Membrandomanen befindet. Im
Floatations-Gradienten allerdings verteilte sich Ubp16 13-myc nach der Detergenz-
Extraktion hauptsachlich in der I6slichen Fraktion, im Gegensatz zu Pma1, einem
Protein, welches sich in detergenz-resistenten Membrandomanen befindet. Daher
kann eine Lokalisation in sogenannten “Rafts” ausgeschlossen werden. Nach der
Behandlung mit 0,1 M Na,CO3; pH11 war die Verteilung von Pep12 und Ubp16 13-
myc identisch. Der grofite Teil der Proteine war weiterhin mit Membranen assoziiert
und somit pelletierbar. Lediglich ein geringer Anteil beider Proteine befand sich in der
S100 Fraktion. Daher kann man davon ausgehen, dass Ubp16 ein integrales
Membranprotein ist und aufgrund des Hydropathie-Profils vermutlich Uber eine

Transmembrandoméane am N-Terminus in der Membran verankert ist.

3.4 Untersuchung der Glykosylierung einer Ubp16 Invertase

Fusion

Ubp16 ist das einzige integrale Membranprotein unter den Ubps, daher wurde dieses
Protein im weiteren genauer untersucht. Als nachstes stellte sich die Frage, ob der
hydrophobe N-terminale Bereich von Ubp16 als Signalsequenz fungieren koénnte.
Diese Sequenz ermdglicht Proteinen den Eintritt in das endoplasmatische Retikulum
(ER) Uber das Translokon (Wilkinson, et al., 1997). Mit Hilfe des CBS Signal IP
Servers (http://genome.cbs.dtu.dk/services/SignalP-2.0/) wurde flur den N-Terminus
von Ubp16 eine Wahrscheinlichkeit von 0,679 fur die Funktion als Signalsequenz
berechnet. Fur Invertase, ein sekretorisches Protein mit Signalsequenz, welches in
das ER aufgenommen wird, durch den Golgi Apparat wandert und schlie3lich durch
sekretorische Vesikel aus der Zelle ausgeschleust wird, lag der Wert bei 0,999. Die

Voraussage des Computerprogramms fur eine Signalsequenz am N-Terminus von
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Ubp16, ist mit 0,679 relativ gro. Daher sollte mit Hilfe eines Ubp16 Invertase
Fusionsproteins Uberprift werden, ob Ubp16 tatsachlich Uber eine N-terminale
Signalsequenz verfugt. Dazu wurde die Invertase ohne eigene Signalsequenz an den
C-Terminus von Ubp16 fusioniert. Invertase wird im ER und Golgi-Apparat
glykosyliert. Wenn Ubp16 Uber eine N-terminale Signalsequenz verfugt, sollte das
Fusionsprotein ins ER eintreten kénnen und ebenfalls glykosyliert werden.
Glykosylierte Proteine laufen in SDS-PAGE Gelen aufgrund ihres hoheren
Molekulargewichtes langsamer. Mit der Endoglykosidase H (EndoH) konnen diese

Zuckerketten von den Proteinen wieder entfernt werden.
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Abb. 13: Test der Ubp16-Invertase Fusion auf Glykosylierung. Der Invertase Disruptionstamm
SEY6211 wurde mit dem leeren Vektor als Kontrolle (Spuren 1-3) und mit dem UBP16-SUC2 Plasmid
pRK732 (Spur 4-6) transformiert. Zur Deglykosylierung wurden Zellextrakte mit der Endoglykosidase
H (EndoH) behandelt (Spur 3 und 6). Unbehandelte Kontrollen sind Spuren 1, 2 ,4 und 5. Der
Nachweis der Proteine im Western-Blot erfolgte Giber (A) Antikérper gegen CPY, (B) Antikdrper gegen
Invertase und (C) Antikérper gegen ein Ubp16-GST Fusionsprotein.
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Zellextrakte von Invertase Deletionsstammen, die mit dem UBP16-SUC2 Plasmid
transformiert waren, wurden mit und ohne EndoH fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Auftrennung im SDS Gel. Das Fusionsprotein hat (ohne
Glykosylierung) ein erwartetes Molekulargewicht von 125 kDa. Der Nachweis im
Western-Blot erfolgte Uber Antikdrper gegen Invertase und Antikorper, die gegen ein
Ubp16-GST Fusionsprotein gerichtet waren. Mit beiden Antikérpern konnte das
Fusionsprotein nachgewiesen werden (Abb. 13 B C). Das Laufverhalten nach der
Behandlung mit EndoH blieb unverandert. Das Fusionsprotein scheint daher nicht
glykosyliert zu sein. Als Kontrolle wurden Western-Blots derselben Extrakte mit
Antikdrpern gegen ein glykolysiertes Protein, der Carboxypepetidase Y (CPY)
entwickelt (Winther, et al, 1991). Hier war nach der EndoH Behandlung eine
deutliche Verschiebung zu geringerem Molekulargewicht zu beobachten (Abb. 13 A,
Spur 3 und 6). Die Deglykosylierungsreaktion war also erfolgreich. Ubp16-Invertase
ist offfensichtlich nicht glykosyliert. Der N-Terminus von Ubp16 wird nicht als
Signalsequenz erkannt, das Fusionsprotein scheint nicht in das ER Innere zu

gelangen.

3.5 Intrazellulare Lokalisation von Ubp16

3.5.1 Zellfraktionierung durch Differentielle Zentrifugation

Die Fraktionierung durch Differentielle Zentrifugation erlaubt Rickschlisse auf die
Lokalisation von Proteinen. Daher wurden Zellextrakte des Ubp16 13-myc Stammes
fur 10 Minuten bei 13.000 g zentrifugiert und in die Pellet Fraktion (P13) und den
Uberstand (S13) getrennt. AnschlieBend wurde die S13 Fraktion bei 100.000 g fir 1
h erneut in Pellet Fraktion (P100) und Uberstand (S100) aufgetrennt. Die Membranen
der verschiedenen Zellkompartimente verteilen sich unterschiedlich auf die beiden
Pellet-Fraktionen. So finden sich die Membranen von Vakuole, endoplasmatischem
Retikulum, Zellkern, Mitochondrien und Plasmamembran hauptsachlich in der P13
Fraktion. In der P100 Fraktion befinden sich Transportvesikel und Golgi-Membranen,
wahrend sich die Membranen des Endosoms sich gleichmallig auf beide Pellet-
Fraktionen, P13 und P100, verteilen.
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Abb. 14: Fraktionierung durch Differentielle Zentrifugation. Zellextrakte des Ubp16 13-myc Stammes
wurden in zwei Zentrifugationsschritten in die Pellet Fratkionen P13 (Spur 3 und 7) und P100 (Spur 4
und 8) sowie in die I6sliche Fraktion S100 (Spur 2 und 6) aufgetrennt. In Spur 1 und 5 wurde der
Gesamtextrakt aufgetragen. Eine Halfte der Extrakte wurde mit Triton X-100 behandelt (Spuren 5-8),
die andere blieb unbehandelt (Spuren 1-4). Im Western-Blot wurden die Proteine mit Antikdrpern
gegen (A) das 13-myc Epitop (Ubp16 13-myc) und (B) Pep12 nachgewiesen. Im oberen Teil sind die

Western-Blots abgebildet, im unteren Teil ist die Quantifizierung der Western-Blot Signale gezeigt.

In der differentiellen Zentrifugation zeigten Pep12 und Ubp16 13-myc ein
unterschiedliches Fraktionierungsverhalten (Abb. 14). Pep12 ist an Endosomen
lokalisiert und verteilte sich erwartungsgemal® auf die P13 und die P100 Fraktion
(Abb. 14 A Spur 3, 4). Ubp16 13-myc war dagegen hauptsachlich in der P13 Fraktion
zu finden. Ubp16 13-myc scheint daher nicht an Endosomen lokalisiert zu sein. Nach
Extraktion der Membranen mit Triton X-100 liel® sich Pep12 vollstandig |6sen. Der
Ubp16 13-myc Anteil in der P100 Fraktion blieb aber unverandert pelletierbar. Dieser
P100 Anteil von Ubp16 13-myc scheint resistent gegentber der Solubilisierung durch
Triton X-100 zu sein. Die Ursache fur diese Resistenz ist unklar, es unterstreicht

aber, dass Pep12 und Ubp16 an unterschiedlichen Membranen lokalisiert sind.
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3.5.2 Fraktionierung von Ubp16 im Sucrose-Dichte-Gradienten

Genaueren Aufschluss Uber die Lokalisation von Ubp16 in der Zelle sollten Sucrose-
Dichte-Gradienten liefern. In einem Zentrifugenrbhrchen wurde ein gleichmaRiger
Sucrose-Gradient aufgebaut von 53% Sucrose am Rohrchenboden bis hinauf zu
20% Sucrose. Der Zellextrakt wurde auf den Gradienten geschichtet. Wahrend der
Zentrifugation verteilten sich die Membranen entsprechend ihrer Dichte im
Gradienten. 18 gleiche Fraktionen wurden abgenommen und auf die Verteilung von
verschiedenen Marker-Proteinen untersucht. Die Verteilung von Ubp16 13-myc

wurde dann mit der Verteilung der Marker-Proteine verglichen (Abbildung 15).

A Abb. 15: Fraktionierung von
Ubp16 13-myc im Sucrose-
ALP Dichte-Gradienten. (A) Western-
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Abb. 16: Quantifizierung der Western-Blot Signale der Sucrose-Dichte-Gradienten. Die Blots wurden
eingescannt und mit dem Programm ,NIH-Image®“ quantifiziert. Das starkste Signal wurde jeweils auf
100% gesetzt. (A) Ubp16 13-myc Verteilung (gefiilltes Quadrat) im Vergleich zu den Kurven von ALP
(offener Kreis), Dpm1 (gefilltes Dreieck) Pep12 (offenes Quadrat) und Pma1 (Balken). (B) Verteilung
von Ubp16 13-myc (gefllltes Quadrat) und Porin (offener Kreis) (C) Verteilung von 2y UBP16

(gefulltes Quadrat) und Porin (offener Kreis).

Nach der Quantifizierung der Western-Blot Signale (Abb. 16) ist deutlich zu
erkennen, dass Ubp16 13-myc nicht mit ALP der Alkalischen Phosphatase (Vakuole),
mit Dpm1 (ER-Membran), mit dem endosomalen Pep12 und nicht mit der
Plasmamembran ATPase (Pma1) kolokalisiert (Abb. 16 A). Die beste
Ubereinstimmung mit der Ubp16 Verteilung zeigte das Protein der &uReren
Mitochondrien-Membran, Porin (Abb. 16 B). Im hinteren Bereich der Kurven mit den
Fraktionen groRRerer Dichte, stimmen die Kurven von Porin und Ubp16 gut Uberein,
im vorderen Bereich ist die Ubp16 Kurve um eine Fraktion zu geringerer Dichte
verschoben. Diese Verschiebung der Kurven kann moglicherweise auf das

Vorhandensein zweier Mitochondrien-Populationen unterschiedlicher Dichte
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zuruckgefuhrt werden. Dabei scheint Ubp16 bevorzugt in der Population leichterer
Mitochondrien vorzukommen. Tatsachlich gibt es Hinweise, dass Mitochondrien
unterschiedlicher Dichte in der Zelle vorkommen (Schumacher, et al., 2002). Um
ausschlie®en zu kdnnen, dass das 13myc Epitop die Lokalisation beeinflusst, wurde
eine weitere Fraktionierung mit einer nicht markierten Variante von Ubp16
durchgefiihrt (Abb. 15 B , Abb. 16 C). Auch die Verteilung von nicht markiertem
Ubp16 zeigt einen fast identischen Verlauf zur Porin-Kurve und ebenfalls eine
Verschiebung um eine Fraktion zu geringerer Dichte, im Vergleich zur Porin-
Verteilung. Leider war es mit dem Antiserum, das gegen ein Ubp16-GST
Fusionsprotein hergestellt worden war, nur moglich, Uberproduziertes Ubp16
nachzuweisen.

Sowohl die 13-myc markierte Variante von Ubp16 wie auch Uberproduziertes Ubp16
zeigten in der Fraktionierung die beste Ubereinstimmung mit der Porinverteilung.
Porin ist ein Protein der auferen Mitochondrien-Membran. Die gute
Ubereinstimmung der Verteilung im Gradienten deutet darauf hin, dass Ubp16

ebenfalls an Mitochondrien lokalisiert ist.

3.6 Lokalisation von Ubp16 13-myc in der Zelle

Um die Lokalisation von Ubp16 an Mitochondrien zu bestatigen, wurden
Immunofluoreszenz Experimente durchgefuhrt. Dazu wurde der Wildtypstamm JD52
mit einem Uberexpressionsplasmid transformiert, das fiir eine 13myc modifizierte
Variante von Ubp16 kodiert. Uber Antikdrper, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt sind, wurde Ubp16 13-myc in fixierten Hefezellen nachgewiesen. Das
Fluoreszenzsignal zeigte wurmformige Strukturen, die sich durch die gesamte Zelle
zogen (Abb. 17).
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Ubp16 13-myc DAPI Phase

Abb. 17: Immunfluoreszenz zur Lokalisation von Ubp16. Der Wildtypstamm JD52 wurde mit dem
Plasmid pRK802 (2u Ubp16 13-MYC) transformiert. Als Primarantikbrper wurde ein Antikdrper gegen
das c-myc Epitop (9E10) verwendet, Sekundarantikbrper war ein FITC-gekoppelter Anti-Maus
Antikorper. Links ist die FITC Fluoreszenz (Ubp16) gezeigt, in der Mitte die Fluoreszenz der DAPI-
gefarbten DNA und rechts das Phasenkontrastbild.

Ubp16 13-myc zeigte ein netzartiges Farbungsmuster, wie es fur Mitochondrien
typisch ist. Das bekraftigt die Vermutung, dass Ubp16 an Mitochondrien lokalisiert ist.
Aber auch das endoplasmatische Retikulum (ER) bildet zum Teil eine netzartige
Struktur um den Zellkern mit Fortsatzen, die in das Zytoplasma reichen. Um daher
eine Lokalisation von Ubp16 am ER auszuschliel3en, wurden Ubp16 13-myc und das
ER Protein Kar2 in den selben Hefezellen nachgewiesen. Ubp16 13-myc Uber die
9E10 Antikorper aus der Maus gegen das c-myc Epitop und Kar2 mit Antikorpern aus
Kaninchen gegen das Protein selbst. In Abbildung 18 A ist deutlich zu erkennen,
dass die Fluoreszenzmuster von Ubp16 13-myc (grin) und Kar2 (rot) nicht
Ubereinstimmen. Damit konnte eine ER Lokalisation von Ubp16 13-myc

ausgeschlossen werden.
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Abb. 18: Lokalisation von Ubp16. (A) Immunofluoreszenz, von links nach rechts: Ubp16 13-myc (griin)
Erstantikorper gegen 13-myc Epitop, Zweitantikérper, anti Maus, FITC gekoppelt; Kar2 (rot)
Erstantikorper gegen Kar2, Zweitantikorper, anti Kaninchen, Rhodamin gekoppelt; DAPI Farbung der
DNA (blau); Phasenkonstrast. (B) Kolokalisation von Ubp16 13-myc und mitochondrialer DNA. Von
links nach rechts: Ubp16 13-myc (grtn); DAPI Farbung der DNA (blau); “Merge” (turkis);
Phasenkontrast. (C) Fluoreszenz der GFP markierten Ubp16 Variante. Dazu wurde der Hefestamm
JD52 mit dem 2y UBP16-GFP Plasmid pRK804 transformiert. Von Links nach rechts: Ubp16-GFP
Fluoreszenz (griin), beobachtet mit dem FITC Filtersatz, Mitochondrien (rot), gefarbt mit MitoTracker
Red™ und mit Rhodamin Filter beobachtet; Kolokalisation von Ubp16-GFP und Mitochondrien
(,Merge®, gelb), Phasenkontrastbild mit DIC Optik.

Mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI lalt sich DNA in der Zelle spezifisch anfarben.
Neben der DNA des Zellkerns, die als stark leuchtender Punkt sichtbar wird, 183t sich
auch die DNA der Mitochondrien farben. Die Mitochondrien DNA fluoresziert
schwacher als die DNA im Zellkern, aber die wurmfoérmige Mitochondrienstruktur ist
in der DAPI Fluoreszenz trotzdem deutlich erkennbar. In der Abbildung 18 B konnte
gezeigt werden, dass das Ubp16 13-myc Signal mit dem der mitochondrialen DNA
kolokalisierte. Dies ist eine weitere Bestatigung flr die Annahme, dass Ubp16 an
Mitochondrien lokalisiert ist. Auch in lebenden Zellen konnte eine Kolokalisation

zwischen Mitochondrien und einer GFP-markierten Variante von Ubp16 gezeigt
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werden (Abb. 18 C). In Zellen, in denen die Ubp16-GFP Variante exprimiert wurde,
wurden gleichzeitig Mitochondrien durch den Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker Red™
gefarbt. Das Fluoreszenzsignal der Ubp16-GFP Variante und das der Mitochondrien
wurden mit verschiedenen Filtersatzen aufgenommen. Eine Uberlagerung der Bilder
zeigte eine perfekte Kolokalisation beider Signale.

Alle Lokalisierungsexperimente zeigten eine Kolokalisation von Ubp16 mit
Mitochondrien. Eine Lokalisation des Proteins am ER konnte eindeutig

ausgeschlossen werden.

3.6.1 Ubp16 ist in der auBeren Mitochondrien-Membran lokalisiert

Ubp16 ist an Mitochondrien lokalisiert. Ein Mitochondrium besteht aus verschiedenen
Kompartimenten. Das sind zum einen die beiden Mitochondrien-Membranen und
zum anderen die Mitochondrien-Matrix, die von der inneren Mitochondrien-Membran
umgeben ist und der Intermembranraum zwischen innerer und &ulerer
Mitochondrien-Membran. Vermutlich ist Ubp16 ein Protein der &ulieren
Mitochondrien-Membran. Um diese Hypothese zu prifen, wurden Protease
Schutzexperimente durchgefuhrt. Wenn die hydrophoben Aminosduren am N-
Terminus als Transmembrandomane fungieren, Uber die Ubp16 in der Membran
verankert ist, gibt es zwei mdgliche Orientierungen fur das Protein, schematisch
dargestellt in Abbildung 19. Der grdéliere, nicht in die Membran inserierte Teil kann

entweder zum Zytoplasma oder zum Intermembranraum hin orientiert sein.

Abb. 19: Schematische Darstel-
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Bei einer Orientierung von Ubp16 zum Zytoplasma ist das Protein zuganglich flr
Proteasen und kann verdaut werden. Ragt es dagegen in den Intermembranraum
hinein, wird es durch die aul3ere Mitochondrien-Membran vor dem Verdau durch
Proteasen geschutzt. Daher wurden Zellextrakte des Ubp16 13-myc Stammes
pRK1649, in denen die Mitochondrien nicht beschadigt waren, mit Proteinase K

behandelt, um die Zuganglichkeit des Proteins fur Proteinase K zu testen.

- + + Proteinase K Abb. 20: Aufklarung der submitochon-

A M- - + Detergenz drialen Lokalisation von Ubp16 durch
das Protease Schutz-Experiment.
Ubp16 13-myc Zellextrakte des Ubp16  13-myc

Stammes wurden mit Proteinase K
B (Spur 2) sowie mit Proteinase K und
Dertergenzien (1% Triton X-100, 2,5%

Pep12 n-Dodecyl-p-D-Maltosid) (Spur3)

behandelt. Die Reaktion wurde
C gestoppt, die Proteine mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und im Western-

Pfk Blot durch Antikérper gegen (A) das
13-myc Epitop, (B) gegen Pep12, (C)

D gegen  Phosphofrukto-kinase, (D)
gegen Mge1 nach-gewiesen. Eine
- — Mge1 Probe ohne Proteinase und
Detergenzien diente als Kontrolle
(Spur 1).

Das Protein Phosphofruktokinase (Pfk) ist im Zytoplasma lokalisiert. Es war daher
zuganglich fur die Protease und wurde, wie erwartet, vollstandig verdaut (Abb. 20 C
Spur 2). Auch Pep12 wurde durch die Protease vollstandig verdaut (Abb. 20 B).
Pep12, ein SNARE Protein, ist Uber seine Transmembrandomane am C-terminalen
Ende in die Endosomen-Membran inseriert. Das gesamte Protein ist zum Zytoplasma
hin orientiert und daher zuganglich fur die Protease. Ubp16 13-myc verhielt sich wie
Pep12. Es wurde auch ohne Zugabe von Detergenzien vollstandig verdaut (Abb. 20
A). Das Protein der Mitochondrien-Matrix, Mge1, diente als Kontrolle fur intakte

Mitochondrien. Mge1 war ohne Zugabe von Detergenzien nicht zuganglich fur die
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Proteinase K und wurde nicht verdaut (Abb. 20 D Spur 2). Erst nachdem die
Membranen durch Detergenzien aufgelést worden waren, wurde auch Mge1 verdaut
(Abb. 20 D Spur 3). Die Mitochondrien wurden daher bei der Herstellung des
Zellextraktes nicht beschadigt. Ohne die Zugabe von Proteinase K konnten alle
Proteine im Western-Blot nachgewiesen werden (Abb. 20 Spur 1). Daraus laft sich
schlielen, dass Ubp16 tatsachlich ein Protein der aufl3eren Mitochondrien-Membran
ist. Wahrscheinlich ist es Uber eine Transmembrandomane am N-Terminus in der

Membran verankert, wobei das Protein selbst zum Zytoplasma hin orientiert ist.

3.7 Suche nach der Funktion von Ubp16

3.7.1 Identifizierung von Ubp16 Interaktionspartnern

Um Hinweise auf die Funktion von Ubp16 zu bekommen, wurde mit Hilfe des Two-
Hybrid Systems nach mdglichen Interaktionspartnern von Ubp16 gesucht. Das Two-
Hybrid System ist ein genetisches System, welches Wechselwirkungen zwischen
Proteinen nachweist (Fields und Song, 1989). Dabei nutzt das System die
Eigenschaft eukaryontischer Transkriptionsfaktoren aus, zwei Funktionen in einem
Protein zu vereinen, die DNA Bindung an spezifische Erkennungssequenzen, durch
die DNA Binde-Doméane (BD) und die Aktivierung der Transkription durch
Wechselwirkung mit anderen Proteinen, Uber die Aktivierungs-Domane (AD). Der
Transkriptionsfaktor Gal4 wird in seine funktionalen Domanen geteilt. Ein Protein A
wird an die Binde-Domane, ein anderes Protein B wird an die Aktivierungs-Doméane
fusioniert. Wenn die Proteine A und B miteinander interagieren, werden Gal4-AD und
Gal4-BD in raumliche Nahe gebracht. Der Transkriptionsfaktor wird rekonstituiert und
kann die Transkription, von Gal4 kontrollierten Genen, aktivieren. Wenn es nicht zu
einer Wechselwirkung zwischen A und B kommt, bleibt die Aktivierung der
Transkription dieser Gene aus.

Die Gal4-Hybridproteine wurden von 2u Vektoren exprimiert. pRK329 kodiert fur die
Gal4-BD, pRK296 fur die Gal4-AD. Beide stehen unter der Kontrolle des ADH1-
Promotors und tragen am 3' Ende der Gene eine “Multi cloning site”, die eine Fusion
mit den zu untersuchenden Proteinen im Leseraster erlaubt. Zum Test auf Interaktion
wurden die Plasmide in den Testerstamm PJ69-4A transformiert. In diesem Stamm
stehen drei Gene, HIS3, ADE2 und lacZ unter der Kontrolle von Gal4. Die
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Promotoren dieser Reportergene tragen Gal4 Bindestellen. Dies ermdglicht die
Selektion auf Interaktionspartner. Die transformierten Testerstdmme werden auf
Selektionsmedien ohne Histidin oder Adenin angezogen. Bei Interaktion zweier
Proteine im Two-Hybrid Screen, wird Gal4 rekonstituiert und die Transkription der
Reportergene kann aktiviert werden. Die HIS3 oder ADE2 Aktivitat ermdglicht dann
das Wachstum auf dem Selektionsmedium. Fir den Screen im Rahmen dieser Arbeit
wurde die Aktivitat des HIS3 und das ADEZ2 Reportergen genutzt. Die Kontrolle Gber
die ADE2 Aktivitat ist sehr stringent und zeigt daher nur starke Wechselwirkungen
an, die HIS3 Kontrolle dagegen ist weniger stringent und zeigt auch weniger starke

Interaktionen an (Kranz, 2000).

Zur Suche nach Ubp16 Interaktionspartnern wurde nun eine Ubp16 Variante ohne
Transmembrandomane hinter die Gal4-BD in pRK329 fusioniert. Mit diesem
Hybridprotein wurden zwei Genbanken in Gal4-AD Vektoren, eine Genbank der
Firma Clontech (Matchmaker Two Hybrid System) und eine Genbank mit
chromosomalen DNA Fragmenten (James, et al., 1996) nach Interaktionspartnern
durchsucht. Dazu wurde die Gal4-BD Fusion zusammen mit einer Genbank in den
Hefestamm PJ69-4A transformiert und unter selektiven Bedingungen angezogen.
Transformanten, die ohne Histidin wachsen konnten (Tab. 8), wurden anschlie3end,
zur Bestatigung der Interaktion, auf Mediumplatten ohne Histidin und auf Platten
ohne Histidin und Adenin getropft. Dabei dienten Transformanten mit den Vektoren
pRK296 und pRK329 als Negativkontrolle. Als Positivkontrollen wurden
Transformaten mit den Plasmiden pSE1111 und pSE1112 (Fields und Song, 1989)
sowie mit pVA3 und pTD1 (lwabuchi, et al., 1993) verwendet.

Tab. 8: Two-Hybrid Genbank Screen

Genbank  Zahl der Transformanten Zahl der auf -His wachsenden
Transformanten

Clontech ~ 3x10* 3

James 5x10° 5"

Y Es wurden zwei Screens mit der James Bank durchgefiihrt. Der Erste lieferte 4 positive

Transformanten, der Zweite nur 1.
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Aus 3 Screens mit zwei Genbanken wurden insgesamt 8 positive Transformaten
erhalten. Diese wurden zusammen mit den Kontrollen erneut auf Selektionsplatten
getropft, um die Starke der Interaktion zu testen (Abb. 21). Auf Platten mit Histidin im
Medium wuchsen alle Transformanten. (Die Plasmide der positiven Transformanten
wurden nummeriert und mit einem Kurzel fur die jeweilige Genbank versehen; J flr
die James Bank, C fir die Clontechbank.) Ohne Histidin wuchsen die
Transformanten mit den Genbankplasmiden pJ2 und pJ4 nur schlecht und die
Transformante mit dem Plasmid pC3 wuchs gar nicht mehr. Die weiteren
Transformanten zeigten ein normales Wachstum auf Platten ohne Histidin,
einschlieBlich der Transformante mit dem Plasmid pJ5 aus dem zweiten Screen der
James Bank (in der Abbildung nicht gezeigt). Auf Mediumplatten ohne Histidin und
Adenin wuchs keine der Transformanten. Lediglich die Transformante mit dem
Plasmid pJ2 zeigte im Vergleich zu den Positivkontrollen ein minimales Wachstum.
Bei den mdglichen Interaktionen scheint es sich daher eher um schwache

Wechselwirkungen zu handeln.

pJ1 pJ2 pJ3 pJ4

pC1 pC2 pC3

pSE1111  pVA3 pRK296
pSE1112  pTD1 pRK329

-His -Ade

Abb. 21: Suche nach Ubp16-Interaktionspartnern mit dem ,Two-Hybrid-System*“. Der Testerstamm
PJ69-4A mit dem Gal-BD-UBP16 Plasmid pRK 801 wurde mit zwei Two-Hybrid Genbanken
transformiert. Obere Reihe, die 4 positiven Transformanten aus dem ersten Screen mit James Bank.
Mittlere Reihe, positive Transformanten der Clontech Bank. Untere Reihe: positiv Kontrollen, links mit
den Plasmiden pSE1111 und pSE1112; Mitte mit den Plasmiden pVA3 und pTD1 und negativ
Kontrolle, rechts mit den Plasmiden pRK296 und pRK329.
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Um die potentiellen Interaktionspartner zu indentifizieren, sollten die
Genbankplasmide aus den Transformanten isoliert und sequenziert werden. Die
Transformanten mit den Plasmiden pJ2 und pJ4, die bereits in der Kontrolle ohne
Histidin schlecht gewachsen waren, wuchsen auch im Flissigmedium ohne Histidin
nur sehr schlecht, so dass die Plasmide nicht isoliert werden konnten. Die weiteren
Plasmide konnten erfolgreich isoliert werden und wurden durch die Firma SeqlLab
sequenziert (Tab. 9). Die isolierten Plasmide wurden erneut in den Testerstamm
transfomiert, einmal zusammen mit dem Gal4-BD-UBP16 Plasmid und einmal ohne.
Mit dem Gal4-BD-UBP16 Plasmid sollte die Interaktion durch Wachstum auf
Mediumplatten ohne Histidin bestatigt werden. Ohne das Gal4-BD-UBP16 Plasmid
solite kontrolliert werden, ob das Genbankplasmid alleine die HIS3 Aktivitat
induzieren kann, ohne dass Gal4 rekonstituiert wird. In einem solchen Fall wirde es

sich nicht um eine echte Two-Hybrid Interaktion handeln.

Tab. 9: Analyse der potentiellen Interaktionspartner von Ubp16 aus dem Two-Hybrid Screen.

Genbank Screen Interaktion Wachstum ORF Beschreibung

plasmid nach ohne
Retransfor- Ubp16-
mation” GalBD"
pJ1 #1 + + Hap4 Untereinheit des Hap
Komplexes
pJ3 #1 - - RRP40 3‘-5' Exonuclease;
MRNA Prozessierung
pJ5 #2 - + SDC25 GDP/GTP Austausch Faktor
homolog zu CDC 25
pC1 #1 - - Gal4 Transkriptionsfaktor
pC2 #1 - - Gal4 Transkriptionsfaktor
pC3 #1 - - Gal4 Transkriptionsfaktor

) Selektion auf die HIS3 Aktivitat
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Die Retransformanten mit den Plasmiden der Clontechbank sowie dem Plasmid pJ3
wuchsen gar nicht mehr auf Platten ohne Histidin. In diesen Fallen scheint es sich
nicht um Interaktionspartner von Ubp16 zu handeln, was auch durch das Ergebnis
der Sequenzierung bestatigt wird. Die Plasmide der Clontechbank kodieren alle fur
ein Fragment des Transkriptionsfaktors Gal4, und pJ3 kodiert flr ein Fragment eines
MRNA prozessierenden Enzyms. Ubp16 ist an Mitochondrien lokalisiert. Eine
Interaktion von Ubp16 mit Proteinen im Zellkern ist unwahrscheinlich. Die
Retransformante mit dem Plasmid pJ5 war auch ohne UBP16-GalBD in der Lage
HIS3 Aktivitat zu vermitteln, was gegen eine echte Wechselwirkung spricht.
Erstaunlicherweise wuchs der Testerstamm hingegen mit beiden Plasmiden (pJ5 und
Gal4-BD-UBP16) auf Platten ohne Histindin nicht (Tab. 9). Eine echte Two-Hybrid
Interaktion kann damit ausgeschlossen werden.

pJ5 kodiert fur ein Fragment von SDC25 einem GDP/GTP Austauschfaktor, der
homolog zu CDC25 ist. Die Expression von SDC25 wird bei Wachstum auf nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffquellen induziert und das Protein hat eine ,cyclin
destruction box” (Boy-Marcotte, et al., 1996). Zycline werden in dieser Box
ubiquitiniert. Es gibt Hinweise, dass das SDC25 homologe der Maus mit Maus-UBPy,
einem deubiquitinierendem Enzym, interagiert (Gnesutta, et al., 2001). Die Funktion
von SDC25 ist noch unbekannt. Bisher konnte nur gezeigt werden, dass es
Uberproduziert, die Funktion von CDC25 ersetzten kann. Da die Interaktion von
Ubp16 und SDC25 nicht reproduziert werden konnte, wurde das Protein nicht weiter
untersucht.

Die einzige Wechselwirkung, die reproduziert werden konnte, (durch Wachstum ohne
Histidin im Medium) war die zwischen den Proteinen, die von pJ1 und Gal4-BD-
UBP16 codiert werden. Allerdings wuchs der Testerstamm auch mit dem Plasmid
pJ1 alleine, ohne Gal4-BD-UBP16, auf Histidin-freien Platten. Daher ist es unklar, ob
es sich um eine echte Two-Hybrid Wechselwirkung handelt. Das Genbankplasmid
pJ1 kodiert fur ein Fragment des Hap4 Proteins. Hap4 ist Teil des Hap Komplexes.
Dieser Komplex wird fur die Expression der respiratorischen Gene bendtigt
(Bourgarel, et al., 1999). Die Respiration findet in Mitochondrien statt, Ubp16 ist an
Mitochondrien lokalisiert und Hap4 kann sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma
lokalisiert sein. Eine Interaktion zwischen beiden Proteinen ist daher durchaus
moglich. Zudem war diese Wechselwirkung die einzige, die auch nach der

Retransformation der Plasmide noch nachgewiesen werden konnte. Ob es sich aber
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um eine echte Two-Hybrid Interaktion handelt, konnte nicht eindeutig gezeigt
werden. Dennoch sollte Hap4 als maoglicher Interaktionspartner von Ubp16 weiter
untersucht werden. Hap4 gehort zu einem Proteinkomplex aus vier Proteinen. Hap5
ist das einzige weitere Protein des Komplexes, welches neben der Lokalisation im
Kern, ebenfalls im Zytoplasma vorkommt. Daher sollte auch eine mogliche

Interaktion zwischen Ubp16 und Hap5 untersucht werden.

3.7.2 Untersuchung der Hap4 und Hap5 Ubiquitinierung

Hap4 und Hap5 sind potentielle Interaktionspartner von Ubp16. Daher stellt sich als
erstes die Frage, ob die Proteine ubiquitiniert werden und ob eine Ubiquitinierung
durch Ubp16 reguliert wird. Wenn Ubp16 diese Proteine deubiquitiniert, sollten sie in
einem UBP16 Disruptionsstamm hyperubiquitiniert vorliegen. Darum sollte der
Ubiquitinierungsgrad dieser Proteine im Aubp716 Stamm untersucht werden. Um
Hap4 und Hap5 im Western-Blot nachweisen zu kénnen, wurden fur beide eine
Fusion mit dem 13myc Epitop unter Eigenpromotorkontrolle in einem multi copy
Plasmid konstruiert. FUr den Nachweis einer moglichen Ubiquitinierung wurden die
Plasmide jeweils in den Wildtypstamm und den UBP16 Disruptionsstamm
transformiert. Durch Immunprazipitation mit Antikérpern gegen das 13-myc Epitop,
wurden Hap4 und Hap5 aus Zellextrakten der transformierten Stamme aufgereinigt.
Mit  Antikorpern gegen Ubiquitin sollte im Western-Blot eine potentielle

Ubiquitinierung von Hap4 und Hap5 gezeigt werden (Abb. 22).
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Abb. 22: Test auf Ubiquitinierung von Hap4 13-myc und Hap5 13-myc. Aus Zellextrakte der
Hefestdmme JD52 und RKY1892 transformiert mit den Plasmiden pRK847 (2u HAP4 13-MYC) und
pRK812 (2u HAP5 13-MYC) wurden die 13-myc markierten Proteine mit anti-myc Antikdrpern (9E10)
prazipitiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. (A) Western-Blot der Zellextrakte. Nachweis der
markierten Proteine Uber den 9E10 Antikdrper, als Kontrolle vor der Immunoprazipitation. (B)
Nachweis der prazipitierten Proteine mit dem 9E10 Antikdrper. (C) Untersuchung der prazipitierten
Proteine auf ubiquitinierte Formen mit Antikérpern gegen Ubiquitin.

Die Hefezellen wurden in glukosehaltigem Medium (Spuren 1-5) und in Medium mit Glycerin/Ethanol
als Kohlenstoffquelle (Spuren 6-10) angezogen. Spur 1 und 2: Kontrolle mit leeren Vektor Spur 2 und
7: Hap4 13-myc im Wildtyp; Spur 3 und 8: Hap5 13-myc im Wildtyp; Spur4 und 9: Hap4 13-myc in
Aubp16; Spur 5 und 10: Hap5 13-myc in Aubp16.

Beide Proteine, Hap4 13-myc und Hap5 13-myc, wurden in Medium mit Glukose und
in Medium mit Glycerin/Ethanol als Kohlenstoffquelle exprimiert und konnten mit den
Antikorpern gegen das 13-myc Epitop im Zellextrakt nachgewiesen werden (Abb. 22
A). Als Kontrolle fur die erfolgreich Immunprazipitation wurden die aufgereinigten
Proteine im Western-Blot mit den Antikérpern gegen das Epitop nachgewiesen.
Beide Proteine lielRen sich unter den getesteten Bedingungen prazipitieren (Abb. 22
B). Wenn die Proteine nun in ubiquitinierter Form vorliegen, sollten sie ebenfalls
durch Antikdrper gegen Ubiquitin nachgewiesen werden kdonnen. Im Western-Blot,
der mit Antikdrpern gegen Ubiquitin entwickelt wurde, konnte aber kein spezifisches

Signal fir Hap4 13-myc und Hap5 13-myc detektiert werden (Abb. 22 C). Eine
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mdgliche Ubiquitinierung der Proteine konnte also nicht gezeigt werden. Das kénnte
einerseits bedeuten, dass die Proteine nicht ubiquitiniert sind, aber andererseits ist
die Nachweismethode Uber Western-Blots mdglicherweise nicht sensitiv genug, so

dass eine Ubiquitinierung der Proteine nicht eindeutig ausgeschlossen werden kann.

3.7.3 Bestimmung der Hap4 und Hap5 Halbwertszeit in Abhéangigkeit von
Ubp16

Da nicht eindeutig gezeigt werden konnte, ob Hap4 und Hap5 ubiquitiniert sind, sollte
der Einfluss von Ubp16 auf die Halbwertszeit der Proteine untersucht werden. Die
meisten ubiquitinierten Proteine werden in der Regel relativ schnell abgebaut. Sofern
Hap4 oder Hap5 im Aubp16 Stamm tatsachlich hyperubiquitiniert sind, werden sie
moglicherweise sehr schnell abgebaut, so dass ein Nachweis der ubiquitinierten
Form nicht mdglich ist. Wenn diese Annahme stimmt, sollte die Halbwertszeit der
Proteine in einem Aubp16 Stamm deutlich verkirzt sein. Daher wurden zur
Bestimmung der Halbwertszeit der Proteine ,Pulse Chase“ Experimente
durchgefuhrt. Wahrend des ,Pulses“ bauen die Hefezellen radioaktiv markiertes
Methionin in neusynthetisierte Proteine ein. Mit dem ,Chase® wird den Zellen nicht-
radioaktives Methionin im UberschuR zugegeben, es werden keine markierten
Proteine mehr synthetisiert. Somit kann der Turnover der markierten Proteine mit
Beginn des ,Chase” verfolgt werden (Abb. 23).

Wildtyp Aubp16
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Abb. 23: Untersuchung des
Hap4 13-my04i‘> T w0 O b o o Turnovers von Hap4 13-myc,
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Hap5 13-myC"( FERREEET TR Plasmiden pRK847 (2u HAP4 13-
MYC) und pRK812 (2u HAP5 13-

MYC) transformiert. Die Zellen
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wurden 15 min mit [358]Trans Label markiert (Pulse). Nach Zugabe nichtradioaktiven Methionins
(Chase) wurden alle 20 min Proben entnommen. Die 13-myc markierten Proteine wurden mit
Antikérpern gegen das Epitop immunoprazipitiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im
Autoradiogramm sichtbar gemacht. Spuren 1-5 zeigt die Abnahme der Hap4- und Hap5 13-myc
Signale im Wildtypstamm JD52, Spuren 5-10 im UBP16 Disruptionsstamm, RKY1892.
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Hap4 13-myc scheint ein sehr stabiles Protein (Abb. 23) zu sein. Nach 120 min nahm
die Signalintensitat nicht messbar ab. Die Halbwertszeit von Hap4 13-myc war daher
deutlich hoher als zwei Stunden. Hap5 13-myc hingegen scheint einen hohen
Turnover zu haben, da bereits nach 20 min Chase kein Signal mehr zu detektieren
war (Abb. 23), was sich auch in der deutlich schwacheren Signalstarke von Hap5 13-
myc gegenuber der von Hap4 13-myc zeigte. Die Halbwertszeit von Hap5 13-myc lag
deutlich unter 20 Minuten. Die Disruption von UBP16 hatte jedoch keinen Einfluss
auf die Halbwertszeiten von Hap4 13-myc und Hap5 13-myc (Abb. 23 Spuren 5-10).

Die Proteine Hap4 und Hap5 scheinen nicht ubiquitiniert zu sein und ihr Turnover
wird durch die Disruption von UBP16 nicht beeinflusst. Daraus kann geschlossen
werden, dass es zwischen Ubp16 und den Proteinen des Hap Komplexes weder

direkte noch indirekte Wechselwirkungen gibt.

3.8 Untersuchungen zur Funktion von Ubp16

3.8.1 Einfluss von Ubp16 auf die Mitochondrien-Morphologie

Mit Hilfe des Two-Hybrid Screens konnten keine Interaktionspartner von Ubp16, die
Hinweise zur Funktion des Proteins geben konnten, gefunden werden. Aber da
Ubp16 an Mitochondrien lokalisiert ist, liegt es nahe, nach Funktionen oder
Eigenschaften von Mitochondrien zu suchen, die potentiell durch Ubp16 reguliert
werden konnten.

Mitochondrien bilden ein verzweigtes, dreidimensionales Netzwerk in der Zelle.
Dieses Netzwerk unterliegt einem standigen Kreislauf von Teilung und Fusion (Shaw
und Nunnari, 2002). Ubiquitinierung kénnte eine regulatorische Funktion in diesem
Kreislauf ausuben. Daher wurde der Einfluss der UBP16 Disruption, sowie der Ubp16
Uberproduktion auf die Mitochondrien-Morphologie untersucht. Die Mitochondrien
lassen sich in der lebenden Hefezelle mit dem Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker

Red™ anfarben und im Mikroskop beobachten.
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Abb. 24: Untersuchung der Mitochondrien-Morphologie. Die Hefezellen wurden in Medium mit
Glycerin/Ethanol als Kohlenstoffquelle angezogen, kurz gewaschen und fir 45 min mit 400 nM
MitoTracker Red™ gefarbt. AnschlieBend wurden sie in PBS aufgenommen und mit einem Rhodamin
Filtersatz beobachtet. Oben: Fluoreszenzbilder; unten: Phasenkontrastbilder, aufgenommen mit DIC
Optic. (A) Wildtyp, JD52, (B) Aubp16, RKY1892, (C) 2u UBP16, JD52 transformiert mit pRK808

Weder die Disruption von UBP16 (Abb. 24 B), noch die Uberproduktion des Proteins
(Abb. 24 C) hatte Auswirkungen auf die Mitochondrien-Morphologie. Wie im Wildtyp
(Abb. 24 A) konnte ein dreidimensionales Netzwerk der Mitochondrien beobachtet

werden.

3.8.2 FACS-Analyse der Mitochondrienmenge

Ubp16 scheint auf das Erscheinungsbild der Mitochondrien keinen Einfluss zu
haben, aber die Menge der Mitochondrien in einer Zelle lasst sich unter dem
Mikroskop kaum bestimmen, da immer nur eine Ebene der Zelle und nicht der
dreidimensionale Korper als Ganzes betrachtet werden kann. Die Menge der
Mitochondrien in einer Zelle wird an die Wachstumsbedingungen angepasst. Es
konnte gezeigt werden, dass Hefezellen, die in Medien mit nicht fermentierbaren
Kohlenstoffquellen (wie Glycerin/Ethanol) angezogen werden, mehr und starker
verzweigte Mitochondrien haben, als solche, die in Medien mit fermentierbaren

Kohlenstoffquellen (wie Glukose) angezogen werden (Egner, et al., 2002). Daher
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sollte untersucht werden, ob Ubp16 an der Regulation der Mitochondrien-Menge in
einer Hefezelle beteiligt ist. Die Quantitative Bestimmung der Mitochondrien-Menge
in einer einzelnen Zelle erfolgte Uber das ,Fluorescence Activated Cell Sorting”
(FACS). Die Mitochondrien des Wildtypstammes, des UBP16 Disruptionsstammes
und eines Stammes, der Ubp16 Uberproduziert, wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff
MitoTracker Red™ gefarbt. Im FACS Gerat wurde dann die Fluoreszenzintensitat
einzelner Zellen gemessen, und die Ergebnisse der Messungen graphisch
dargestellt. In den Diagrammen ist die Fluoreszenzsignalstarke gegen die Anzahl der
Zellen, die diese Signalstarke gezeigt haben, aufgetragen. Dabei reprasentiert die

Starke des Fluoreszenzsignals die Menge der Mitochondrien in einer Zelle.
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Abb. 25: FACS-Analyse der Mitochondrien-Menge. Die Mitochondrien der Hefestamme wurden mit
MitoTracker Red™ gefarbt und das Fluoreszenzsignal im FACS Gerat gemessen. In den Diagrammen
ist Fluoreszenzsignalstarke (X-Achse; FL2-Area) gegen die Anzahl der Zellen (Y-Achse, Counts), die
diese Signalstarke gezeigt haben, aufgetragen. (A) Die Zellen wurden in Vollmedium mit Glukose als
Kohlenstoffquelle angezogen. Wildtyp (JD52), Aubp16 (RKY1892). (B) Die Zellen wurden in
Selektivmedium mit Glukose als Kohlenstoffquelle angezogen. Der Wildtypstamm JD52 wurde mit
dem leeren Vektor pFM2-1, mit pRK808 (2u-Ubp16) und mit pRK807 (2u-Ubp16 13-myc)
transformiert, (C) Der Wildtypstamm JD52 wurde in Vollmedium mit Glukose (links) und
Glycerin/Ethanol (rechts) als Kohlenstoffquelle angezogen.
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Fur die auf Glukose gewachsenen Zellen lag das am haufigsten gemessene
Fluoreszenzsignal etwa bei 100 (relative Einheiten) unabhangig davon, ob UBP16
disruptiert war oder das Protein Uberproduziert wurde (Abb. 25 A und B). Die in
Glukosemedium angezogenen Stamme enthielten alle die gleiche Menge an
Mitochondrien. Das zeigt, dass weder Deletion noch Uberproduktion von Ubp16
einen Einfluss auf die Menge der Mitochondrien haben. Als Kontrolle wurden
Wildtypzellen in Glucose und in Glycerin/Ethanol haltigem Medium angezogen und
per FACS gemessen. Tatsachlich war die am haufigsten gemessene
Fluoreszenzstarke der im Glycerin/Ethanol Medium angezogenen Zellen, wie
erwartet, mit etwa 400 deutlich hoher, als die der in Glukose Medium gewachsenen
Zellen, mit einem Signal von etwa 100 (Abb. 25 C). Das zeigt, dass die Sensitivitat
dieser Methode ausreichend ist, um Veranderungen der Mitochondrien-Menge
nachzuweisen. Auch fur die in Medien mit Glycerin/Ethanol als Kohlenstoffquelle
angezogenen Ubp16 Deletions und Uberproduktionsstamme lag das
Fluoreszenzsignal bei etwa 400 (Daten nicht gezeigt). Damit kann ein Einfluss von
Ubp16 auf die Menge der Mitochondrien sowohl bei Wachstum auf fermentierbaren,
als auch bei Wachstum auf nicht fermentierbaren Kohlenstoffquellen,

ausgeschlossen werden.

3.8.3 Einfluss von Ubp16 auf das Wachstum

Werden Zellen auf nicht fermentierbaren Kohlenstoffquellen angezogen, sind sie
gezwungen, die benodtigte Energie durch Atmung zu gewinnen. Unter diesen
Bedingungen sind aktive Mitochondrien lebenswichtig. Um zu testen, ob entweder
die Disruption von UBP16 oder die Uberproduktion des Proteins die Funktion der
Mitochondrien beeinflusst, wurden die Hefestamme in Medium mit Glycerin/Ethanol
als nicht fermentierbarer Kohlenstoffquelle angezogen. Eine Beeintrachtigung der
Atmung sollte sich im Wachstum der Hefezellen auf diesem Medium widerspiegeln.
Aber weder Zellen, in denen Ubp16 uUberproduziert wurde, noch Zellen, denen das
Protein fehlte zeigten Wachstumsdefekte in diesem Medium. Beide Stamme
wuchsen mit der gleiche Verdopplungszeit wie der Wildtypstamm. Ubp16 scheint
daher fUr den Prozess der Atmung selbst nicht von Bedeutung zu sein.

Wenn Ubiquitinierung und Deubiquitinierung regulatorische Funktionen haben, sind

sie moglicherweise weniger wichtig fur dauerhaft ablaufende Prozesse, sondern eher
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dann, wenn die Zelle auf Einflisse von auf3en reagieren und sich auf neue Prozesse
und Ablaufe umstellen muss. Daher sollte getestet werden ob Ubp16 wichtig fir das
Umschalten von der Verwertung einer fermentierbaren zur Verwertung einer nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffquelle ist. Die Hefezellen wurden erst in glukose-haltigem
Medium angezogen und dann in Medium mit nicht fermentierbarer Kohlenstoffquelle
(Glycerin/Ethanol) umgesetzt. Aber auch bei der Uberfihrung aus glukose-haltigem
Medium in Glycerin/Ethanol Medium zeigten der UBP16 Disruptionsstamm, wie auch
der Ubp16 Uberproduktionsstamm ein dem Wildtypstamm vergleichbares Wachstum.
Ubp16 wird daher ebenfalls nicht beim Ubergang vom fermentativen Wachstum zum

Wachstum durch Atmung bendétigt.

3.8.4 Untersuchung der Mitochondrien-Vererbung

Mitochondrien werden von der Mutterzelle an die Tochterzelle weitergegeben. Es gibt
Hinweise, dass Ubiquitinierung fur die Vererbung von Mitochondrien wichtig ist. Eine
Mutation in der Ubiquitin Ligase Rsp5 fuhrt zu Defekten in der Mitochondrien-
Vererbung. Dieser Defekt beruht vermutlich auf einer mangelnden Ubiquitinierung
von Proteinen, die an der Vererbung der Mitochondrien beteiligt sind (Fisk und Yaffe,
1999). Wenn Ubp16 nun seinerseits diese Proteine deubiquitiniert, kann die
mangelnde Ubiquitinierung vielleicht durch Ausschalten der deubquitinierenden
Aktivitat von Ubp16 ausgeglichen werden. Das wurde bedeuten, dass die Disruption
von UBP16 in dem Stamm mit der rsp5 Mutation, den Vererbungsdefekt
supprimieren konnte. Diese Annahme sollte mit Hilfe einer rsp5-1 Aubp16
Doppelmutante Uberpruft werden.

Um sicherzustellen, dass die rsp5-1 Stamme tatsachlich die gewlnschte Mutation
trugen, wurde eine RSP5 Wildtypkopie auf einem Plasmid in diese Stamme
transformiert. Hefestamme, die das rsp5-1 Allel tragen sind temperatursensitiv. Das
heildt, diese Zellen konnen bei Temperaturen ab 37°C nicht mehr wachsen. Wenn die
Hefestamme die gewlnschte Mutation in RSP5 tragen, sollte die Wildtypkopie auf
dem Plasmid die Temperatursensitivitat supprimieren und das Wachstum bei 37°C
ermdglichen. Tatsachlich konnte sowohl die transformierte rsp5-1 Einzelmutante, wie
auch die transformierte Doppelmutante (rsp5-1 Aubp16) bei 37°C wachsen, wahrend

die untransformierten Mutanten kein Wachstum bei 37°C zeigten (Daten nicht
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gezeigt). Die Stamme, mit denen gearbeitet wurde, tragen die gewlinschte Mutation
in RSP5.

In der Einzel- und Doppelmutante wurde dann die Morphologie und die Vererbung
der Mitochondrien untersucht. Die Zellen wurden bei 25°C angezogen und dann fur
2h auf die nicht permissive Temperatur flr rsp5-1, auf 37°C Uberfuhrt. Es wurden
aber auch Experimente mit 4 h Inkubationszeit bei 37°C durchgefihrt. Anschlielend

wurden die Mitochondrien mit dem Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker Red™

gefarbt
und mit einem Rhodamin Filter unter dem Mikroskop beobachtet (Daten nicht
gezeigt). Alle Zellen zeigten eine normale Mitochondrien-Morphologie. Lediglich die
Farbung der Mitochondrien in den Zellen mit der rsp5-1 Einzelmutation erschien
schwacher, als die der Mitochondrien des Wildtypstammes und der Doppelmutante.
Vererbungsdefekte konnten in keinem der untersuchten Stamme gefunden werden,
auch nicht in der rsp5-1 Einzelmutante. Die Mitochondrien zeigten das normale
Netzwerk in der Zelle und nur sehr selten konnten Knospen ohne Mitochondrien
gefunden werden. Im Gegensatz zu den publizierten Daten konnte kein
Vererbungsdefekt beobachtet werden. Das konnte daran liegen, dass der
Vererbungsdefekt von rsp5 mdglicherweise allelspezifisch oder abhangig vom
Stammhintergrund ist. Daher konnte die Frage nach der Suppression des
Vererbungsdefektes der rsp5 Mutation durch die Disruption von UBP16 nicht geklart

werden.

3.8.5 Transport von Phosphatidylserin zu den Mitochondrien

Erst vor kurzem wurde herausgefunden, dass der Transport von Phosphatidylserin
(PtdSer) zu den Mitochondrien durch Ubiquitinierung reguliert wird (Schumacher, et
al., 2002). Der Transport von PtdSer an die Mitochondrien wird vermutlich durch das
F-box Protein Met30 reguliert (Schumacher, et al., 2002). Met30 ist Teil eines SCF
Komplexes und ausschlaggebend flr die Substratspezifitat (Patton, et al., 1998b).
Fehlt das Protein, kommt es vermutlich zu einer zu geringen Ubiquitinierung eines
Transportproteins, so dass PtdSer nicht mehr korrekt an die Mitochondrien
transportiert wird und somit nicht mehr in die Mitochondrien aufgenommen werden
kann. In den Mitochondrien wird PtdSer durch das Enzym Phophatidylserin
Decarboxylase 1 (Psd1) in der inneren Mitochondrien-Membran zu

Phosphatidylethanolamin (PtdEtn) umgesetzt. Zusatzlich kann PtdSer auch in der
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Vakuole durch die Phophatidylserin Decarboxylase 2 (Psd2) zu PtdEtn umgesetzt
werden. PtdEtn ist essentiell fir das Wachstum von Hefezellen. In Apsd2 Stammen
wird die PtdEtn Synthese in Mitochondrien, bei Wachstum auf Medium ohne
zusatzliche PtdEtn Quelle, lebenswichtig. Fehlt den Apsd2 Stammen zusatzlich die
Met30 Funktion, ist der Transport von PtdSer zu den Mitochondrien blockiert und die
Zellen kdnnen ohne PtdEtn aus dem Medium nicht mehr wachsen. Wenn Ubp16 nun
spezifisch das Substrat von Met30 deubiquitiniert, sollten sowohl die Deletion von
Met30, wie auch die Uberproduktion von Ubp16, denselben Phanotyp haben. In
beiden Fallen sollte das Substratprotein, welches fir den PtdSer Transport nétig ist,
nicht ausreichend ubiquitiniert sein.

Ist das der Fall, sollte die Uberproduktion von Ubp16 im PSD2 Disruptionsstamm das
gleiche Wachstumsdefekte auf PtdEtn-freiem Medium zeigen, wie die Doppelmutante
wurde der PSD2

Disruptionsstamm mit einem UBP16 Uberproduktionsplasmid transformiert und auf

Apsd2, Amet30. Um diese Annahme zu Uberprufen,
PtdEtn freiem Medium angezogen. Als Kontrollen dienten der Wildtypstamm,
transformiert mit dem Uberexpressionsplasmid und dem leeren Vektor sowie der

PSDZ2 Disruptionsstamm, transformiert mit dem leeren Vektor.

25°C

Abb. 26: Wachstum auf PtdEtn freiem
Medium. Der Apsd2 Stamm wurde mit
dem Ubp16
pRK808 transformiert. Als
wurden der BY-Wildtystamm, der Apsd2

Uberexpressionsplasmid

Kontrolle

Stamm mit dem leeren Plasmid und der

Wildtyp ebenfalls mit pRK808
LWT transformiert. Die Stdmme wurden auf
eerer
Vektor Agarplatten ohne PtdEtn im Medium
U\é\g;S fggrcfr ausgestrichen und bei 25°C, 30°C und
Uberpr, Vektor 37°C fiir 3 Tage inkubiert.
Apsd2
Ubp16
Uberpr.

Alle Stamme (Abbildung 26) zeigten bei drei verschiedenen Temperaturen ein
vergleichbares Wachstum. Ubp16 scheint demnach keinen Einfluss auf den

Transport von PtdSer in die Mitochondrien zu haben.
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3.9 Nachweis spezifischer Substrate fiur Ubp16

Proteine, die spezifisch durch Ubp16 deubiquitiniert werden, sollten im UBP16
Disruptionsstamm hyperubiquitiniert vorliegen. Im Gesamt-Zellextrakt des Aubp16
Stammes konnten allerdings keine spezifischen Substrate fur Ubp16 nachgewiesen
werden (Abbildung 8). Mdglicherweise befinden sich in der Zelle nur wenige Kopien
der Substrat-Proteine von Ubp16, so dass sie durch den zellularen Hintergrund der
ubiquitinierten Proteine Uberdeckt werden. Potentielle Substrate von Ubp16 sind
moglicherweise, wie das Protein selbst, an Mitochondrien lokalisiert. Daher wurden
Mitochondrien aus dem Wildtypstamm und dem Aubp16 Stamm aufgereinigt, um so
ohne den zellularen Hintergrund Substrate von Ubp16 identifizieren zu konnen.

Die Mitochondrien wurden erst grob durch differentielle Zentrifugation von anderen
Zellorganellen und dem Zytoplasma abgetrennt und anschlieend in einem Sucrose-

Gradienten weiter aufgereinigt.
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= < ; < ; Abb. 27: Nachweis ubiquitinierter Proteine in
kDa einer Mitochondrien-Praparation. Die
Proteinkonzentration der aufgereinigten
g Mitochondrien-Fraktionen wurde bestimmt und
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L es wurden jeweils vergleichbare Mengen
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Antikérper gegen Ubiquitin.
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In der Fraktion der aufgereinigten Mitochondrien, aus dem UBP16 Disruptionsstamm,
konnten in der Tat ubiquitinierte Proteine detektiert werden, die in der Praparation
der Mitochondrien aus dem Wildtypstamm nicht vorhanden waren (Abb. 27 B). Die
Porin-Kontrolle zeigt, dass in etwa gleiche Mengen an aufgereinigten Mitochondrien
untersucht wurden (Abb. 27 A). Damit ist es zum ersten Mal gelungen, mogliche
Substrate von Ubp16 nachzuweisen. Die vier starksten Banden (45; 39; 37,5; 31
kDA), die sich in der Praparation aus dem Wildtypstamm kaum nachweisen liel3en,
wurden mit einem Pfeil markiert. Zwischen den Banden bei etwa 45 und 37,5 kDa
sowie zwischen 39 und 31 kDa liegt ein GréRenabstand von etwa 8 kDa, was der
Grofde von Ubiquitin entspricht. Daher handelt es sich vermutlich um zwei Proteine,
die verschieden stark ubiquitiniert sind. In dem Bereich um etwa 25 kDa lie3en sich
in beiden Praparationen Banden nachweisen, die aber in der Praparation der
Mitochondrien aus dem Disruptionsstamm deutlich starker waren. Mdglicherweise
handelt es sich bei diesen Banden, mit etwa 23 und 29 kDa, um die
monoubiquitinierten Formen der potentiellen Substrate von Ubp16. Es ist vorstellbar,
dass die monoubiquitinierten Formen durchaus auch im Wildtyp auftreten, wahrend
die starker ubiquitinieten Formen nur dann sichtbar werden, wenn die
deubiquitinierende Aktivitat von Ubp16 ausfallt. In dem Fall hatten die beiden

potentiellen Substrate von Ubp16 in etwa eine Gréfe von 16 und 21,5 kDa.

Die Fraktion der aufgereinigten Mitochondrien enthielt deutliche Kontaminationen von
Plasmamembran, Endosomen, Vakuole und Endoplasmatischem Retikulum (ER)
(Abb. 28). Daher wurde versucht, die Qualitat der Aufreinigung durch Modifikationen
des Protokolls zu erhdhen. Die kontaminationsfreie Aufreinigung der Mitochondrien
erwies sich jedoch als schwierig. In einer Reihe von Praparationen gelang es nicht,
die Mitochondrien sauber von weiteren membranumschlossenen Zellorganellen zu

trennen.
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Abb. 28: Qualitdt der Mitochondrien Praparation. Mitochondrien aus Zellextrakte des Wildtypstammes
(JD52, linke Reihe) und des Aubp16 Stammes (RKY1892, rechte Reihe) wurden zunachst durch
differentielle Zentrifugation (Spuren 1-5) und anschlielend im Sucrose-Gradienten aufgereinigt (Spur
6). Von den einzelnen Aufreinigungs-Schritten wurden Proben entnommen, um die Praparation zu
dokumentieren. Spur 1: Zellextrakt (ZE); Spur 2: Pellet nach erster Zentrifugation (P1); Spur 3: Pellet
nach zweiten Zentrifugations-Schritt (P2); Spur 4: Uberstand nach Abzentrifugation der Mitochondrien
(U); Spur 5: Mitochondrien-Pellet (P-Mito); Spur 6: Mitochondrien-Fraktion nach der Reinigung im
Gradienten (G-Mito). Mittels SDS-PAGE und Western-Analysen wurden die Fraktionen auf die
Anwesenheit von Marker-Proteinen hin untersucht. Eingesetz wurden spezifische Antikdrper gegen
(A) Porin (Mitochondrien), (B) die Phosphofruktokinase, Pfk (l6sliche Proteine), (C) Pep12
(Endosomen), (D) die Alkalische Phosphatase, Alp (Vakuole), (E) die Plasmamembran ATPase Pma‘1
und (F) gegen die Dolicholphosphat Transferase, Dpm1 (ER).
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Abb. 29: Nachweis ubiquitinierter Proteine in

kDa einer weiteren Mitochondrien-Praparation. Die
Proteinkonzentration der aufgereinigten
Mitochondrien-Fraktionen wurde bestimmt und
es wurden jeweils vergleichbare Mengen
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Mitochondrien
55 — des Wildtystammes (Spur 2), Mitochondrien
des Aubp16 Stammes (Spur 1). (A) Nachweis
der Mitochondrien im Western-Blot durch
36 — Antikdrper gegen Porin (B) Nachweis der
31— ubiquitinierten Proteine im Western-Blot durch

Antikérper gegen Ubiquitin.
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Zudem konnten die potentiellen Ubp16-Substrate nicht in allen Praparationen
nachgewiesen werden (Abbildung 29), was darauf hindeutet, dass sie nicht direkt an
Mitochondrien lokalisiert sind. Mdglicherweise sind die potentiellen Substrate an
Strukturen lokalisiert, die nur unter bestimmten Bedingungen mit Mitochondrien
assoziiert sind, so dass sie nicht in allen Mitochondrien-Praparationen mit

aufgereinigt wurden.
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4 DISKUSSION

4.1 Charakterisierung der UBP Disruptionsmutanten

Als Ausgangspunkt dieser Arbeit wurde das Wachstum der 16 UBP
Disruptionsmutanten auf Medien mit verschiedenen Zusatzen untersucht, um
spezifische Phanotypen flr die einzelnen Disruptionen zu identifizieren. Dabei
zeigten fast alle Mutanten ein normales Wachstum unter den getesteten
Bedingungen. Der UBP4 Disruptionsstamm war der einzige, der mehrere eindeutige
Wachstumsdefekte zeigte. Der Disruptionsstamm wuchs nur schlecht auf Medien mit
alternativen Kohlenstoffquellen, wie Raffinose und Saccharose und wuchs gar nicht
auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen oder bei Stress durch hohe
Salzkonzentrationen oder Hungerbedingungen. Die Zellen, denen Ubp4/Doa4 fehlt,
konnen ihren Stoffwechsel scheinbar nur schwer auf alternative Kohlenstoffquellen
umstellen und haben offensichtlich generelle Defekte bei der Stressantwort. Fur die
UBP4 Disruption wurden bereits pleiotrophe Defekte auch bei der Antwort auf Stress
beschrieben (Papa und Hochstrasser, 1993), die durch die erhaltenen Ergebnisse
bestatigt werden. Diese unterschiedlichen Phanotypen der UBP4 Disruption kdnnen
zwei Ursachen haben, entweder ist Ubp4 an den verschiedenen Prozessen direkt
beteiligt, oder es handelt sich um eine indirekte Wirkung, die durch den eigentlichen
Defekt der UBP4 Disruption ausgeldst wird.

Es konnte gezeigt werden, dass der Spiegel an freiem Ubiquitin in der UBP4 Mutante
reduziert und die Proteolyse insgesamt beeintrachtigt ist (Swaminathan, et al., 1999).
Das lasst vermuten, dass die Aubp4 Phanotypen indirekt durch das Fehlen freien
Ubiquitins verursacht werden. In der Aubp4 Mutante konnen offenbar
ubiquitinabhangige Prozesse, wie die Stressanwort, aufgrund unzureichender
Ubiquitinierung nicht normal ablaufen.

Diese Annahme wurde durch die Verteilung der ubiquitinierten Proteine in den
Zellextrakten der Disruptionsmutanten bestatigt. Es konnten keine Ubiquitinkonjugate
im Extrakt des UBP4 Disruptionsstammes nachgewiesen werden. Die Abnahme der
Ubiquitinkonjugate war im UBP4 Disruptionsstamm am deutlichsten, aber auch im
UBP6 und UBP9 Disruptionsstamm wurde im Western-Blot ein insgesamt
schwacheres Signal als im Wildtypstamm beobachtet. In Aubp6 und Aubp9 scheint

daher die Menge der Ubiquitinkonjugate ebenfalls reduziert zu sein, wenn auch nicht
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so deutlich wie in Aubp4, was moglicherweise auch auf eine Reduktion des Spiegels
an freiem Ubiquitin zurlUckgefuhrt werden koénnte. Diese Reduktion der
Ubiquitinkonjugate konnte fur Aubp6 in den Glukose-Extrakten und den
Glycerin/Ethanol-Extrakten beobachtet werden, wahrend das Signal des Aubp9
Stammes in den Glycerin/Ethanol-Extrakten die gleiche Intensitat wie das Wildtyp-
Signal zeigte. Ubp9 wird daher moglicherweise hauptsachlich dann gebraucht, wenn
die Hefezellen auf glukose-haltigem Medium wachsen, wahrend Ubp6 eine
generellere Funktion zu haben scheint. Der starkste Einfluss auf die
Ubiquitinkonjugation und damit die wichtigste Funktion fir den Ubigitin-Haushalt
scheint aber bei Ubp4 zu liegen.

Von Ubp4 wurde eine Interaktion mit dem Proteasom nachgewiesen (Papa, et al.,
1999). Damit scheint eine wichtige Funktion des deubiquitinierenden Enzyms das
Abtrennen der Ubiquitinketten von den Substraten des Proteasoms vor der
Degradation zu sein. In der Disruptionsmutante werden die Ubiquitinketten vermutlich
mit abgebaut, was die Ursache flr den reduzierten Spiegel an freiem Ubiquitin sein
konnte. Auch fur Ubp6 wurde eine Interaktion mit dem Proteasom nachgewiesen
(Verma, et al., 2000). Ubp6 scheint ebenfalls Ubiquitinketten vor dem Abbau der
Proteine durch das Proteasom abzutrennen, wobei Ubp4 vermutlich das wichtigere

der beiden Enzyme ist.

Eine Reduktion der gesamten Ubiquitinkonjugate in der Zelle wurde bei keiner
weiteren UBP Disruptionsmutante beobachtet. Daher kann ein genereller Einfluss
dieser Ubps auf den Ubiquitin-Haushalt ausgeschlossen werden. In den Zellextrakten
von Aubp3 und Aubpi14 konnten im Western-Blot mit Ubiquitin-Antikdrpern
spezifische Signale nachgewiesen werden, die vermutlich hyperubiquitinierte
Proteine reprasentieren. Bei den gefundenen Proteinen konnte es sich daher um
spezifische Substrate der Ubps handeln. In den Extrakten des UBP14
Disruptionsstammes wurden ubiquitinierte Banden von etwa 8, 17 und 24 kDa durch
den Ubiquitinantikdrper nachgewiesen. Von der Arbeitsgruppe um Hochstrasser
konnte gezeigt werden, dass Ubp14 freie Ubiquitinketten schneidet (Amerik, et al.,
1997). Die Grole der gefundenen Banden entspricht in etwa der von Mono-, Di- und
Triubiquitin, so dass es sich bei den gefundenen Banden wahrscheinlich um freie
Ubiquitinketten handelt. In dem Aubp3 Extrakt wurden Banden von 35, 41, 46 und 50

kDa gefunden. Es gibt Hinweise, dass Ubp3 wichtig flir das ,Silencing® von
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Chromatin ist (Moazed und Johnson, 1996). Moglicherweise sind die detektierten
Proteine an der Silencing-Reaktion beteiligt und werden durch Ubp3 deubiquitiniert.
Auch Untersuchungen von Ubp10 zeigen, dass das Ubp madglicherweise eine
Funktion beim ,Silencing hat (Kahana und Gottschling, 1999). Die Verteilung der
ubiquitinierten Proteine im Zellextrakt unterschied sich aber deutlich von der in den
Aubp3 Extrakten. In den Glukose-Extrakten von Aubp70 wurden verstarkt
Ubiquitinkonjugate nachgewiesen, wahrend in den Glycerin/Ethanol-Extrakten
deutlich weniger Konjugate zu finden waren. Neben der Funktion beim Silencing
wurde fur Ubp10 auch eine regulatorische Funktion bei der Aufnahme von
Nahrstoffen postuliert (Kahana, 2001). Moglicherweise kann die Aktivitat von Ubp10
an die jeweiligen Nahrstoffboedingungen der Zelle angepasst werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass es neben einer generellen Funktion von Ubps bei der
Aufrechterhaltung des Ubiquitin-Haushaltes auch spezifische Funktionen zu geben
scheint.

Die Disruptionen von UBP1, -2, -5, -7, -8, -11, -12, -13, -15 und UBP16 zeigten keine
Wachstumsdefekte oder Veranderungen der ubiquitinierten Proteine im Zellextrakt.
Diese Ubps haben scheinbar keine essentielle Funktion fur die Aufrechterhaltung des
Ubiquitinspiegels in der Zelle. Entweder ist die Funktion dieser Ubps redundant, so
dass sie sich gegenseitig ersetzen kdnnen, oder sie haben eine sehr spezifische
Funktion in der Zelle, die Uber die Standard-Untersuchungen nicht nachgewiesen

werden konnen.

4.2 Identifizierung membranassoziierter Ubp‘s

In dieser Arbeit wurde nach Ubps gesucht, die spezifisch an ubiquitinabhangigen
Prozessen beim Membran-Transport beteiligt sind. Von solchen Ubps wirde man
erwarten, dass diese Proteine zumindest zum Teil an Membranen gebunden
vorliegen. Daher wurde mit Hilfe von Membran-Floatations-Experimenten nach
potentiellen membranassoziierten Ubps gesucht.

Um die Proteine im Western-Blot nachweisen zu konnen, wurden alle Ubps mit
einem 13myc Epitop markiert. Bis auf Ubp13 konnten alle Ubps erfolgreich markiert

werden. Ubp13 wurde daher nicht weiter berlcksichtigt. Die meisten Ubps zeigten in
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den Experimenten nur einen geringen Anteil in der Float-Fraktion, die hauptsachlich
die membranassoziierten Proteine enthalt. Aber auch das I0sliche Protein,
Phosphofruktokinase, zeigte einen geringen Proteinanteil (etwa 10%) in der
Membran-Fraktion. Daher ist es fraglich, ob es sich bei Anteilen um 10% in der
Membran-Fraktion um echte Membran-Assoziation handelt. Andere Ubps hingegen
zeigten einen signifikanten Anteil in der Membran-Fraktion. Dazu gehért Ubp4/Doa4
mit 37% des Proteins in der Membran-Fraktion. Es gibt Hinweise, dass Ubp4 eine
Funktion an spaten Endosomen im Zusammenhang mit der Bildung von
sogenannten ,Multi Vesicular Bodies* (MVBs) hat (Amerik, et al., 2000b). Welche
Rolle Ubp4 dabei genau spielt ist aber noch unklar. Bisher konnte von verschiedenen
Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass die Ubiquitinierung vermutlich das Signal fur
die Aufnahme von Membran-Proteinen in die MVBs ist (Losko, et al., 2001, Reggiori
und Pelham, 2001, Katzmann, et al., 2001). Bei fehlender Ubiquitinierung werden die
Proteine nicht in die MVBs verpackt und werden anstatt in das Vakuolen-Lumen, an
die Vakuolen-Membran transportiert. Auch in der ubp4 Mutante wurden
Membranproteine, die Uber den MVB-Weg transportiert werden, an die Vakuolen-
Membran fehlgeleitet, wo sie nicht abgebaut werden kdnnen (Losko, et al., 2001,
Reggiori und Pelham, 2001). Ob das Fehlleiten der Proteine in der ubp4 Mutante
indirekt ist und auf den reduzierten Ubiquitinspiegel und die damit verbundene
reduzierte Ubiquitinierung in der Mutante zurtuckgeflhrt werden kann, ist noch nicht
eindeutig geklart. Untersuchungen weisen auf eine Funktion von Ubp4 an spaten
Endosomen hin. Vermutlich deubiquitiniert das Enzym Proteine des MVB Weges,
bevor diese in die Vesikel verpackt werden (Amerik, et al.,, 2000a). Eine direkte
Assoziation von Ubp4 mit Endosomen konnte bisher nur in einer vps4 Mutante, in der
die Fusion des Endosoms mit der Vakuole blockiert ist, nachgewiesen werden
(Raymond, et al., 1992). In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass auch unter
normalen Bedingungen ein Grolfiteil von Ubp4 mit Membranen assoziiert ist. Die
Identitat dieser Membranen konnte zwar nicht aufgeklart werden, aber es spricht
einiges dafur, dass es sich um endosomale Membranen handelt.

Neben Ubp4/Doa4 wurden auch von Ubp9 und Ubp11 deutliche Proteinanteile in der
Membran-Fraktion gefunden. Uber die Funktion dieser Ubps ist aber bisher noch
nichts bekannt. Die Identifizierung der Membranen, an denen diese Ubps lokalisiert

sind, kdnnte daher Hinweise auf eine mogliche Funktion liefern.
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Des Weiteren ist Ubp1 in den Membran-Floatations-Experimenten aufgefallen. Das
Western-Blot Signal von Ubp1 zeigte zwei Banden. Dies lasst vermuten, dass Ubp1
modifiziert wird. Die modifizierte Bande, mit hoherem Molekulargewicht, wurde
ausschlieBlich in der Membran-Fraktion nachgewiesen, wahrend die nicht
modifizierte Bande, mit geringerem Molekulargewicht, die gleiche Verteilung wie ein
I6sliches Protein zeigte. Nach Auflésen der Membranen durch Triton X-100 waren
beide Formen von Ubp1 gleichmalig, hautptsachlich in der Ioslichen Fraktion verteilt.
Das bedeutet, dass eine modifizierte Form von Ubp1 mit Membranen assoziiert ist.
Bei dieser Modifkation konnte es sich um Phosphorylierung handeln. Eine
Arbeitsgruppe die phosphorylierte Peptide aus Hefezellen im Massenspektrometer
untersucht hat, konnte phosphorylierte Fragmente von Ubp1 identifizieren (Ficarro, et
al., 2002). Ein Zusammenhang zwischen der Phosphorylierung und der
Ubiquitinierung konnte bereits fur eine grolRe Zahl von Proteinen nachgewiesen
werden. Die Phosphorylierung von Oberflachen-Rezeptoren ist mit der
Ubiquitinierung und dem Abbau dieser Proteine korreliert und die Ubiquitinierung z.
B. von Zyklinen und Zyklin-Kinase-Inhibitoren wird durch Phophorylierung reguliert
(Wilkinson, 2000). Im Fall von Ubp1 scheint eine Modifikation die Membran-
Assoziation des Enzyms und damit mdoglicherweise die Lokalisation der

deubiquitinierenden Aktivitat regulieren zu kdnnen.

4.3 Lokalisation von Ubp16

Von allen untersuchten Ubps war Ubp16 das einzige, welches vollstandig an
Membranen gebunden war. Daher sollte Ubp16 in dieser Arbeit weiter charakterisiert
werden. Zunachst stellte sich die Frage nach der Lokalisation des Proteins. Durch
mehrere, voneinander unabhangigen Experimenten, konnte gezeigt werden, dass
Ubp16 an Mitochondrien lokalisiert ist. So zeigte Ubp16 bei der Fraktionierung im
Sucrose-Dichtegradienten die gleiche Verteilung wie das Marker-Protein der auf3eren
Mitochondrien-Membran, Porin. Des Weiteren konnte die Lokalisation an
Mitochondrien durch Immunfluoreszenz Experimente, in denen das Signal fur Ubp16
13-myc mit dem der mitochondrialen DNA kolokalisierte und durch eine GFP-
markierte Variante von Ubp16, die eine gleiche Verteilung wie die angefarbten

Mitochondrien in der Zelle zeigte, bestatigt werden. Mitochondrien haben eine innere
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und eine aulere Membran, die verschiedene Subkompartimente des Organells
voneinander abgrenzen. Die submitochondriale Lokalisation von Ubp16 sollte daher
durch Protease-Schutzexperimente aufgeklart werden. Proteinase K, die zu intakten
Mitochondrien in Zellextrakten gegeben wurde, war in der Lage Ubp16
abzuverdauen. Da das Protein zuganglich fur die Protease war, lasst sich schlie3en,
dass Ubp16 an der aulderen Mitochondrien-Membran loklisiert ist. Offenbar ist Ubp16
durch seinen hydrophobe Sequenz am N-terminus in der Membran verankert, wobei
der groldte Teil des Proteins ins Zytoplasma ragt. Um diese Annahme zu prifen,
wurde in der YPD Datenbank (Costanzo, et al., 2001) nach mitochondrialen
Proteinen gesucht, die eine ahnliche N-terminale Sequenz wie Ubp16 haben und

ebenfalls in der Membran verankert sind.
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Abb. 30: Sequenzvergleich der N-terminalen Region, in der auReren Mitochondrien-Membran
inserierter Proteine. Aminosauren, die in mindestens zwei Sequenzen vorkommen, sind in Kastchen
gefasst. Basische Aminosauren sind grahmt dargestellt, saure Aminosauren sind fett gedruckt. Die

alanin-reiche Region wurde durch einen Balken gekennzeichnet.

Es wurden drei Proteine (Tom20, Mcr1, OM45) mit einer N-terminalen Region,
ahnlich der von Ubp16, gefunden (Abbildung 30). Der potentielle Membrananker am
N-terminus besteht aus einem alanin-reichen-Bereich von 18-20 Aminosauren.
Dieser Bereich wird von Aminosauren, mit einer in der Summe positiven Ladung,
flankiert. Es gibt aber auch Proteine in der auleren Mitochondrien-Membran, wie
Tom70, Ptc7, und Slc1, die keinen solchen alanin-reichen-Bereich haben. Das legt
die Vermutung nahe, dass die gefundenen Proteine zu einer eigenen Klasse von
Proteinen in der auReren Mitochondrien-Membran gehéren und Uber den gleichen
Mechanismus in die Membran inseriert werden.

Die Insertion von Tom 20 in die aulRere Mitochondrien-Membran wurde bereits
detailliert untersucht (Kanaji, et al., 2000). Das N-terminale Signal von Tom 20
besteht aus einer relativ schwach hydrophoben Transmembrandomane, an die sich
eine Region aus funf geladenen Resten mit positiver Nettoladung anschliel3t. Beide

Bereiche sind wichtig fur das Targeting an Mitochondrien. Fehlen die positiv
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geladenen Reste, wird das Protein in das Endoplasmatische Retikulum (ER)/Golgi
Kompartiment fehlgeleitet. Die positive Ladung scheint eine SRP- (Signal recognition
particle) abhangige ER Lokalisation zu verhindern. Kanaji et al. definieren das
Lokalisationssignal fur die auRere Mitochondrien-Membran Uber die positive Ladung
und eine schwach hydrophobe Transmembrandomane. Bei der alanin-reichen-
Region in den vier Sequenzen des Sequenzvergleiches handelt es sich um einen
schwach hydrophoben Bereich. Alanin ist unter den hydrophoben Aminosauren, die
mit der geringsten Hydrophobizitdt. Der N-terminus von Ubp16 scheint daher
tatsachlich Lokalisationssignal und Transmembrananker zu sein.

Auch far Mcr1, die NADH-Cytochrom bs Reduktase der Hefe gibt es genauere
Informationen Uber die Insertion in die aul3ere Mitochondrienmembran (Haucke, et
al., 1997). Mcr1 wird von einem Gen im Zellkern kodiert und zu zwei verschiedenen
Kompartimenten im Mitochondrium transportiert, zum einen in den Intermembran-
Raum und zum anderen an die aul’ere Membran. Der grotenteils hydrophobe N-
Terminus ist das Lokalisationssignal, sowohl flr die aul3ere Membran als auch fir
den Intermembran-Raum. Vergleicht man nun die Signalsequenzen der in Abbildung
30 gezeigten Proteine fallt auf, dass Ubp16, Tom20 und OM45 einen sauren Rest
direkt C-terminal der alanin-reichen-Region aufweisen. Dieser saure Rest fehlt bei
Mcr1. Moglicherweise schutzt genau dieser Rest die Proteine vor einer vollstandigen

Translokation in den Intermembranraum der Mitochondrien.

4.4 Suche nach einer Funktion von Ubp16

Die Disruption von UBP16 zeigte keinerlei Wachstumsdefekte und ebenso kein
verandertes Muster ubiquitinierter Proteine im Zellextrakt. Wenn zellulare Prozesse
durch die deubiquitinierende Wirkung von Ubp16 reguliert werden, so scheint es sich
um sehr spezifische Funktionen zu handeln. Ubp16 ist an Mitochondrien lokalisiert.
Daher betrifft eine mdgliche regulatorische Funktion wahrscheinlich Prozesse, die in
Verbindung mit Mitochondrien stehen. Aus diesem Grund wurden verschiedene
Aspekte der Mitochondrien-Funktion auf eine Beteiligung von Ubp16 untersucht.

Eine zentrale Funktion der Mitochondrien ist die Respiration, der aerobe Abbau von
Kohlenstoffquellen. Dieser Prozess scheint jedoch unabhangig von Ubp16

abzulaufen, da sowohl der Ubp16 Deletionsstamm als auch der
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Uberproduktionsstamm auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen wachsen
konnten. Die Funktion der Ubiquitinierung ist vielleicht fir permanent ablaufende
Prozesse in der Zelle, wie die Verwertung einer vorhandenen Kohlenstoffquelle, nicht
von Bedeutung. Wichtiger scheint die Ubiquitinierung zu sein, wenn die Zelle
laufende Prozesse umstellen muss, um auf veranderte Einflisse von aulien, wie
Stress oder den Wechsel der Kohlenstoffquellen, zu reagieren.

Daher wurde auch eine mogliche Funktion von Ubp16 bei der Umstellung des
Stoffwechsels von der Energiegewinnung durch Garung zur Energiegewinnung durch
die Respiration untersucht. Aber auch hier konnte ein Einfluss durch Deletion oder
Uberproduktion des Proteins ausgeschlossen werden.

Die Mitochondrien sind dynamische Strukturen in der Zelle, die einem standigen
Kreislauf von Teilung und Fusion unterliegen (Shaw und Nunnari, 2002). Ubp16 hat
aber ebenfalls keinen Einfluss auf die Morphologie der Mitochondrien.

Aus den durchgefluhrten Experimenten kann geschlossen werden, dass Ubp16 flr

die generellen Funktionen der Mitochondrien nicht von Bedeutung ist.

Es gibt Hinweise, dass die Ubiquitinierung eine Funktion bei der Vererbung von
Mitochondrien auf die Tochterzellen hat (Fisk und Yaffe, 1999). Genetische Studien
zeigten, dass Defekte der Mitochondrien-Vererbung, die durch eine Mutation im
MDM1 Gen hervorgerufen wird, durch eine weitere Mutation im RSP5 Gen wieder
aufgehoben werden kdonnen. Untersuchungen der Mutation in RSP5 ergaben, dass
auch die Mutation alleine die Mitochondrien-Vererbung stort. Rsp5 ist eine Ubiquitin
Ligase (E3) und es konnte gezeigt werden, dass der Defekt der Mutation in RSP5
durch Uberproduktion von Ubiquitin supprimiert werden kann. Dies lasst vermuten,
dass die Ubiquitinierung eines oder mehrerer Proteine durch Rsp5 fur die
Mitochondrien-Vererbung von Bedeutung ist. Ubp16 kdnnte, als Gegenspieler der
Ubiquitinierung durch Rsp5, regulatorischen Einfluss auf die Vererbung der
Mitochondrien haben. In der rsp5 Mutante scheinen Proteine der Mitochondrien-
Vererbung zu gering ubiquitiniert zu sein. Wenn diese Proteine direkte Substrate von
Ubp16 sind, sollte der Ausfall der deubiquitinierenden Aktivitdt des Enzyms den
Ubiquitinierungsgrad der Proteine erhéhen und damit den Vererbungsdefekt
moglicherweise supprimieren konnen. Eine Kontrolle dieser Annahme war leider
nicht moglich, da der von uns verwendete rsp5-1 Stamm keine Defekte in der

Mitochondrien Vererbung zeigte. Das von Yaffe gefundene rsp5 Allel unterscheidet



Diskussion Seite 95

sich in seinen Eigenschaften von den bisher beschriebenen rsp5 Mutationen (Fisk
und Yaffe, 1999). Moglicherweise ist die defekte Mitochondrienvererbung von rsp5
allelspezifisch oder abhangig vom Stammhintergrund.

Eine mdgliche Suppression des rspb5 Defektes durch die Disruption von UBP16
konnte nicht untersucht werden, es konnte aber gezeigt werden, dass die Disruption
von UBP16 alleine, oder die Uberproduktion des Ubps keinen Einfluss auf die

Vererbung der Mitochondrien hat.

Neben der Vererbung gibt es weitere Funktionen an Mitochondrien, die
ubiquitinabhangig sind. So ist beispielsweise die Insertion der humanen
Monoaminoxidase A in die aulere Mitochondrienmembran ubiquitinabhangig
(Zhuang, et al., 1992). In vitro konnte gezeigt werden , dass die Monoaminoxidase
nur dann in die aullere Membran von Ratten-Mitochondrien inseriert wird, wenn das
Protein zuvor ubiquitiniert wurde. Wurden Ubiquitin oder ATP zuvor aus dem
Versuchsansatz entfernt, konnte die Monoaminoxidase zwar noch an die
Mitochondrienmembran binden, aber nicht mehr inseriert werden. Maoglicherweise
spielt Ubp16 eine regulatorische Funktion bei der Insertion von Proteinen in die
aullere Mitochondrienmembran. Da es aber in der Hefe kein homologes Protein zu

der Monoaminoxidase A gibt, konnte diese Hypothese nicht getestet werden.

Eine weitere Verbindung zwischen Ubiquitin und Mitochondrien wurde erst vor
kurzem entdeckt. Phosphatidylserin (PtdSer) wird vom endoplasmatischen Retikulum
Uber sogenannte MAM’s (mitochondria associated membranes) zu den
Mitochondrien  transportiert. In  den  Mitochondrien  wird PtdSer in
Phosphatidylethanolamin (PtdEtn) umgesetzt. PtdEtn wird anschlielend aus
Mitochondrien exportiert und an andere Membranen weitergeleitet. Der Transfer von
PtdSer aus MAM’s an die Mitochondrien scheint ubiquitinabhangig zu sein
(Schumacher, et al., 2002, Voelker, 2003). Wenn der Zelle das F-box Protein Met30
fehlt, welches die Substrat-erkennende Untereinheit des SCF-Ubiquitinligase
Komplexes ist (Patton, et al., 1998a), gelangt PtdSer nicht mehr in die Mitochondrien.
Damit kann PtdSer in den Mitochondrien nicht mehr durch die PtdSer Decarboxylase
1 (Psd1) in PtdEtn umgesetzt werden. Die Zelle kann PtdSer alternativ in der
Vakuole durch die PtdSer Decarboxylase 2 (Psd2) in PtdEtn umsetzen. Zellen, in

denen Psd2 deletiert wurde, konnen PtdEtn nur noch in den Mitochondrien
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synthetisieren. Wird zusatzlich Met30 inaktiviert, kann kein PtdEtn mehr hergestellt
werden, weil PtdSer nicht mehr in die Mitochondrien transportiert werden kann. Diese
Zellen kdnnen ohne PtdEtn aus dem Medium nicht wachsen. Wenn Ubp16 den
Transport von PtdSer an Mitochondrien kontrolliert, sollte die Uberproduktion von
Ubp16 den gleichen Phanotyp wie die Deletion von Met30 haben. Dies war nicht der
Fall. Zellen ohne PtdSer Decarboxylase 2 in denen Ubp16 Uberproduziert wurde,
wuchsen auf Medien ohne zusatzliche PtdEtn Quelle, wie der Wildtypstamm. Daher
kann eine regulatorische Funktion durch die Deubiquitinierung von Ubp16 auf den

PtdSer Transport an Mitochondrien weitgehend ausgeschlossen werden.

In den Mitochondrien der Hefe gibt es zwei Formen des Cytochrom C. Beide Proteine
werden im Kern kodiert und in die Mitochondrien transportiert, wo sie mit der Ham-
Gruppe modifiziert werden. In den Mitochondrien findet man aber hauptsachlich Apo-
Iso-2-Cytochrom C. Die zweite Isoform, das Apo-Iso-1-Cytochrom C ist nur sehr
kurzlebig. Es wird ubiquitiniert und Uber das Proteasom abgebaut (Pearce und
Sherman, 1997). Ob Ubp16 eine regulatorische bzw. stabilisierende Funktion durch
Deubiquitinierung einer der Cytochrome hat, wurde im Verlauf dieser Arbeit nicht

untersucht und stellt damit eine weitere potentielle Funktion fir Ubp16 dar.

Bei den bisher untersuchten ubiquitinabhangigen Prozessen an Mitochondrien
konnte keine Funktion fur Ubp16 nachgewiesen werden. Daher stellte sich die Frage,
ob es spezifische Substrate fir Ubp16 gibt. Solche Proteine sollten in einem UBP16
Disruptionsstamm in hyperubiquitinierter Form vorliegen. Im Zellextrakt des Aubp16
Stammes wurden jedoch keine hyperubiquitinierten Proteine nachgewiesen.
Moglicherweise sind die Substrate von Ubp16 sehr spezifisch und nur in geringen
Mengen vorhanden, so dass sie im Gesamt-Zellextrakt nicht nachweisbar sind.
Ubp16 ist an Mitochondien lokalisiert, das legt die Vermutung nahe, dass auch
potentielle Substrate mit Mitochondrien assoziiert sein kénnten. Daher wurden
Mitochondrien aus dem UBP16 Disruptionsstamm aufgereinigt, um ohne den starken
Hintergrund des Zellextraktes nach ubiquitinierten Proteinen zu suchen. Tatsachlich
konnten in Mitochondrien-Praparationen des Aubp16 Stammes ubiquitinierte
Proteine nachgewiesen werden, die in der Wildtyp-Praparation nicht vorhanden
waren. Es wurden Banden von 45 und 37,5 kDa gefunden. Der GréRenunterschied

dieser beiden Banden entspricht in etwa der GroRe eines Ubiquitinrestes. Es konnte
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sich daher bei den Banden um ein Protein in unterschiedlich stark ubiquitinierter
Form handeln. Mdglicherweise reprasentieren die Banden die tri- und diubiquitinierte
Form des Proteins. Damit hatte ein potentielles Substrat von Ubp16 eine Grofe von
etwa 21,5 kDa. Die weiteren gefundenen Banden reprasentieren vermutlich ebenfalls
unterschiedlich stark ubiquitinierte Formen eines zweiten Proteins, dessen nicht
ubiquitinierte Form etwa 16 kDa grol} zu sein scheint. Somit konnten zwei potentielle
Substrate von Ubp16 nachgewiesen werden. Die Aufreinigung der Mitochondrien
erwies sich als schwierig, andere membran-umschlossene Organellen der Zelle, wie
ER, Plasmamembran, Vakuole und Endosomen lieBen sich kaum von den
Mitochondrien trennen. Bei der Praparation der Mitochondrien, in der die potentiellen
Substrate nachgewiesen worden sind, enthielt die Mitochondrien-Fraktion aus dem
Aubp16 Stamm weniger Verunreinigungen als die Mitochondrien-Fraktion aus dem
Wildtypstamm. Dennoch konnten mit Antikorpern gegen Ubiquitin zusatzliche
Banden in der Mitochondrien-Fraktion des Disruptionsstammes identifiziert werden.
Daher konnte es sich bei den gefundenen Proteinen tatsachlich um potentielle
Substrate von Ubp16 handeln. Da die moglichen Substrate nicht in allen
Praparationen nachgewiesen werden konnten, aber in allen Praparationen
Mitochondrien angereichert worden sind, kann eine Lokalisation der potentiellen
Substrate an den Mitochondrien selbst ausgeschlossen werden, ebenso wie eine
Lokalisation an ER, Endosomen, Vakuole und Plasmamembran, da auch diese
Membranen in der Mitochondrien-Fraktion angereichert waren. Bei den potentiellen
Substraten von Ubp16 scheint es sich vielmehr um Proteine zu handeln, die nur
unter bestimmten Bedingungen oder nur transient mit Mitochondrien assoziiert sind.
Daher ist zum Beispiel eine Lokalisation in MAM's (Mitochondria Associated
Membranes) vorstellbar, da diese Membranen Cargo vom ER an die Mitochondrien
liefern (Voelker, 2003). Eine Funktion fur Ubp16 beim Transport von
Phosphatidylserin aus MAMs an Mitochondrien konnte zwar nicht bestatigt werden,
aber moglicherweise werden noch weitere Membran-Transportprozesse durch
Ubiquitinierung und Deubiquitinierung reguliert.

Die Mitochondrien-Praparationen lieferten Hinweise auf zwei mogliche Substrate von
Ubp16. Das Enzym ist das einzige in der Membranen verankerte Ubp. Die
Lokalisation von Ubp16 an Mitochondrien hat sicherlich funktionale Griinde, die noch
aufzuklaren sind. Eine ldentifizierung der potentiellen Substrate konnte vermutlich

interessante Hinweise auf die Funktion von Ubp16 liefern.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit sollte nach membranassoziierten Ubps (Ubiquitin Specific Processing
Proteases) in der Hefe Saccharomyces cerevisiae gesucht werden, die an der
Regulation von ubiquitinabhangigen Membran-Transport Schritten beteiligt sein
konnten. Um die Ubps im Western-Blot nachweisen zu konnen, wurden die Proteine
mit einem 13-myc Epitop markiert. Durch Membran-Floatations-Experimente wurde
der Grad der Membran-Assoziation fur die einzelnen Ubps bestimmt. Eine
signifikante Assoziation mit Membranen zeigten dabei Ubp1, Ubp4/Doa4, Ubp9 und
Ubp11. Die Funktion von Ubp9 und Ubp11 ist noch unbekannt. Moglicherweise kann
die Identifikation der Membranen, mit denen sie assoziiert sind, Hinweise auf ihre
Funktion liefern. Von Ubp4 ist bekannt, dass es in einer Avps4 Mutante, in der die
Fusion von Endosomen mit der Vakuole gestort ist, an Endosomen gebunden ist. In
dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass Ubp4 auch unter normalen Bedingungen
zu grof3en Teilen mit Membranen assoziiert vorliegt. Von Ubp1 wurden zwei Formen
nachgewiesen, eine modifizierte Form mit langsamerer Mobilitat auf Protein-Gelen,
die vollstandig an Membranen gebunden ist und eine nicht modifizierte, 16sliche
Form. Ubp1 scheint daher durch die Modifikation, an Membranen rekrutiert zu
werden.

Ubp16 war das einzige Hefe-Ubp, welches vollstandig mit Membranen assoziiert ist.
Durch Zellfraktionierungs-Experimente und mikroskopische Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass Ubp16 an Mitochondrien lokalisiert ist. Ubp16 st
wahrscheinlich Uber seinen hydrophoben N-Terminus in der Mitochondrien-Membran
verankert. Protease-Schutzexperimente zeigten, dass Ubp16 an die aullere
Mitochondrien-Membran gebunden und der Groldteil des Proteins zum Zytoplasma
hin orientiert ist. Die Funktion des Ubps konnte nicht abschlielend geklart werden,
aber einen Einfluss von Ubp16 auf die generellen Funktionen der Mitochondrien, wie
Atmung, Morphologie und Vererbung konnte weitestgehend ausgeschlossen werden.
Aus Mitochondrien-Praparationen ergaben sich Hinweise auf mogliche Ubp16-
Substrate. Diese potentiellen Substrate waren jedoch nicht in allen Mitochondrien-
Praparationen detektierbar, was darauf hindeutet, dass sie mit Strukturen assoziiert

sind, die nur transient an Mitochondrien gebunden sind.
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7 ABKURZUNGEN

g radioaktives Schwefelisotop

Ade Adenin

AK Antikdrper

ALP »alkaline phosphatase”

APC Anaphase Promoting Complex

Arg Arginin

AS Aminosaure

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
Bp Basenpaare

CEN Centromersequenz

Ci Curie

CPS Carboxypeptidase S

Cys Cystein

DMF Dimethylformamid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleotid

DTAF Dichlorotriazinylamino-Fluorescein
DTT Dithiothreitol

Dub Deubiquitinating Enzyme

E1 Ubiquitin aktivierendes Enzym

E2 Ubiquitin konjugierendes Enzym
E3 Ubiquitin-Ligase

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure-Dinatriumsalz
ER Endoplasmatisches Reticulum
ERAD ER Associated Protein Degradation
EtBr Ethidiumbromid

GFP .green fluorescent protein”

GST Glutathion-S-Transferase

H Stunde

His Histidin

Kb Kilobasen

kDa Kilodalton

KOAc Kaliumacetat

Leu Leucin

LiOAc Lithiumacetat

Lys Lysin

MAM Mitochondria Associated Membrane

Met Methionin
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min Minuten

MOPS Morpholinopropansulfonsaure
msec Millisekunden

MVB Multi Vesicular Body

NBT 4-Nitroblautetrazoliumchlorid
ODgqo Optische Dichte bei 600 nm

ORF ~open reading frame*

PAGE Polyacrylamidgel-Elektrophorese
PCR Polymerasekettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

PMSF Phenylmethylsulgonylfluorid
PtdEtn Phosphatidylethanolamin

PtdSer Phosphatidylserin

rpm Umdrehungen pro Minute

s Sekunde

S.c. Saccharomyces cerevisiae

SDS Natriumdodecylsulfat

SRP Signal Recognition Particle
TEMED N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Trp Tryptophan

ts temperatursensitiv

U Einheit der Enzymaktivitat

Ubp Ubiquitin Specific Processing Protease
Uch Ubiquitin C-terminal Hydrolase
Ura Uracil

WT Wildtyp

YNB syeast nitrogen base”
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