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1. Einleitung

1.1 Posttranslationale Modifikationen

Das Proteom, als die Gesamtheit aller Proteine einer Zelle oder eines Organismus, ist sehr
komplex und stindig Verdnderungen unterworfen. Posttranslationale Modifikationen tragen
hierbei wesentlich zur Komplexitit und Dynamik des Proteoms bei. Diese konnen die
Aktivitdt, Lokalisation oder Stabilitit eines Proteins beeinflussen, aber auch Auswirkungen
auf die Interaktion mit anderen Proteinen, Nukleinsduren, Lipiden oder Cofaktoren haben.
Posttranslationale Modifikationen stellen chemische Verdanderungen eines Proteins dar, die in
der Regel durch spezifische Enzyme vermittelt werden und reversibel oder irreversibel sein
konnen. Die proteolytische Spaltung eines Proteins ist eine typische irreversible Modifikation,
die durch Proteasen vermittelt wird. Hierbei kann es zur Abtrennung spezifischer
Signalsequenzen oder regulatorischer Domédnen kommen. Bei reversiblen Modifikationen
werden hdufig weitere Molekiile an spezifische Aminosdurereste eines Proteins angehangen.
So kommt es beispielsweise bei der Phosphorylierung, Methylierung oder Acetylierung zum
Anhidngen von Phosphat-, Methyl- bzw. Acetylgruppen. Diese Modifikationen sind eher
klein, und es gibt im Gegensatz dazu auch die Moglichkeit, dass groflere Molekiile mit einem
Protein verkniipft werden. Ein bekanntes Beispiel hierfiir ist die Glykosylierung, bei der die
Verkniipfung von Mono- oder Polysacchariden mit einem Protein erfolgt. Eine weitere
mogliche Form der posttranslationalen Modifikation stellt auch das Anhdngen ganzer Proteine
dar. Das Ubiquitin ist hierbei das bekannteste Beispiel fiir ein Polypeptid, welches in der Lage

ist, andere Proteine zu modifizieren.

1.2 Ubiquitin als posttranslationaler Modifikator

Ubiquitin ist ein 76 Aminosduren umfassendes Protein, das hochkonserviert in allen
Eukaryoten zu finden ist, aber in Prokaryoten nicht vorkommt (Schlesinger und Goldstein,
1975; Ozkaynak et al., 1984). Als posttranslationaler Modifikator kann Ubiquitin iiber seinen
C-Terminus kovalent an Lysinreste in Zielproteinen angehangen werden (Goldknopf und
Busch, 1977). Dieser Prozess der kovalenten Modifikation wird als Ubiquitinierung
bezeichnet. Die Ubiquitinierung wird durch eine Enzymkaskade vermittelt, an deren Anfang
die Aktvierung des Modifikators durch ein E1-Enzym steht (Abb. 1). Dieses sogenannte
aktivierende Enzym bedingt die Adenylierung des Ubiquitins an dessen C-Terminus

(Ciechanover etal., 1981, 1982). Im Anschluss daran erfolgt der Aufbau -einer
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Thioesterverkniipfung zwischen der Carboxygruppe des Ubiquitins und der Thiogruppe eines
aktiven Cysteinrests im E1 (Ciechanover et al., 1982; Hershko et al., 1982). Der Modifikator
wird daraufhin auf ein aktives Cystein in einem E2-Enzym iibertragen, wobei wiederum die
Bildung einer Thioesterbindung stattfindet (Hershko ez al., 1983). Das E2, das auch als
konjugierendes Enzym bezeichnet wird, interagiert anschlieBend mit einer E3-Ligase, welche
die spezifische Verkniipfung der Carboxygruppe des Ubiquitins mit der e-Aminogruppe eines
Lysinrests im Zielprotein vermittelt (Hershko ez al., 1983). Durch diese Verkniipfung kommt
es zum Aufbau einer kovalenten Isopeptidbindung zwischen dem Modifikator und seinem
Substrat.

In eukaryotischen Zellen wird die spezifische Ubiquitinierung eines Zielproteins durch das
Zusammenspiel vieler verschiedener E2- und E3-Enzyme erreicht. So sind beispielsweise in
menschlichen Zellen 37 E2- und mehr als 600 E3-Enzyme beschrieben, wohingegen hier nur
zwei E1-Enzyme an der Aktivierung des Ubiquitins beteiligt sind (Groettrup et al., 2008;
Deshaies und Joazeiro, 2009; Markson et al., 2009; Michelle et al., 2009). Dies zeigt, dass die
Vermittlung der Substratspezifitdt wihrend der Ubiquitinierung sehr variabel sein kann. Diese
Variabilitdt wird zusitzlich dadurch erweitert, dass sich auch die Art und Weise der
Modifikation durch Ubiquitin unterscheiden kann. Neben einem (Monoubiquitinierung) oder
mehreren einzelnen Ubiquitinmolekiilen (Mono-Multiubiquitinierung) koénnen auch ganze
Ubiquitinketten (Polyubiquitinierung) an Zielproteine angehangen werden (Hochstrasser,
2009; Komander, 2009b). Der Aufbau solcher Ketten erfolgt, indem ein weiteres Ubiquitin an
das Lysin eines bereits konjugierten Ubiquitins angehangen wird. Da der Modifikator iiber
sieben Lysine verfiigt, ist der Aufbau unterschiedlich verkniipfter Ubiquitinketten mdglich,
die auch abweichende funktionelle Konsequenzen fiir ein modifiziertes Zielprotein haben
konnen (Komander, 2009b). So wird die bekannteste Funktion des Ubiquitins, die Markierung
von Proteinen fiir den proteasomalen Abbau, durch eine Polyubiquitinierung vermittelt, bei
der eine Verkniipfung iiber das interne Lysin an Position 48 (K48) erfolgt (Chau et al., 1989).
Im Gegensatz dazu fiihrt die Modifikation von Proteinen durch Ubiquitinketten, die
beispielsweise durch Verknilipfung am K63 entstehen, nicht zu deren Proteolyse. Fiir solche
K63-verkniipften Ketten konnte unter anderem eine Beteiligung an
Signaltransduktionsprozessen oder der Reparatur von DNA-Schdden nachgewiesen werden
(Arnason und Ellison, 1994; Spence et al., 1995; Chen et al., 2009). Neben der Poly- scheint
aber auch die Monoubiquitinierung eine wichtige Rolle bei der Regulation verschiedener
physiologischer Prozesse zu spielen. So wurde gezeigt, dass nicht nur die Reparatur von

DNA-Schéden, sondern auch die Genexpression oder die Endozytose durch eine
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Monoubiquitinierung bestimmter Proteine reguliert werden kann (Terrell et al., 1998; Robzyk
et al., 2000; Pham und Sauer, 2000; Hoege et al., 2002).

Desweiteren konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass es sich auch bei der
Ubiquitinierung um eine reversible posttranslationale Modifikation handelt. Sogenannte
deubiquitinierende Enzyme (DUB) konnen die Loslosung des Ubiquitins vom jeweiligen
Zielprotein vermitteln, indem sie die Isopeptidbindung zwischen dem Modifikator und seinem
Substrat spalten (Abb. 1) (Komander ez al., 2009a; Reyes-Turcu et al., 2009). Somit tragen
DUBs zum Recycling des Ubiquitins bei. Sie sind dariiber hinaus aber ebenfalls am Umbau
von Ubiquitinketten beteiligt. Demzufolge wird die Variabilitdt der Ubiquitinierung auch
durch das Wirken der DUBs vermittelt.

®<,

SH . SJH o O C?yo
7 8 - Ziel- Ub =
& ®¢ & o @m@ @,

(G 5 P 5

— 0 . O Ubi L

@'<0H 7 § CWAMP @ @ QFZ;?;D Iqummerung Qf;?e@
ATP PP, AMP @

@
Zlel
rote

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Ubiquitinierung und Deubiquitinierung eines Proteins.

Die Konjugation von Ubiquitin (Ub) an sein Zielprotein wird durch eine Kaskade von drei hintereinander
geschalteten Enzymen vermitellt (E1, E2 und E3). Das E1 adenyliert Ubiquitin an dessen C-Terminus und bindet
den Modifikator iiber ein aktives Cystein, wodurch es zur Ausbildung einer Thioesterverkniipfung kommt. Das
Ubiquitin wird darauthin auf das aktive Cystein eines E2-Enzyms transferiert, was ebenfalls zur Entstehung
einer Thioesterbindung fiihrt. Unter potentieller Beteiligung einer E3-Ligase erfolgt die spezifische Verkniipfung
des Ubiquitins mit seinem Zielprotein. Indem der C-Terminus des Modifikators an die &-Aminogruppe eines
Lysinrests im Substrat angehangen wird, kommt es zur Ausbildung einer kovalenten Isopeptidbindung. Durch
Anhingen weiterer Ubiquitinmolekiile an Lysinreste eines bereits konjugierten Ubiquitins kann eine
Polyubiquitinierung stattfinden. Ein deubiquitinierendes Enzym (DUB) spaltet gebundenes Ubiquitin vom
Substrat ab. Der so freigesetzte Modifikator kann fiir eine erneute Ubiquitinierungsreaktion verwendet werden.

Abbildung veréndert nach Hochstrasser (2009).
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1.3 Die Familie der Ubiquitin-ihnlichen Proteine

Im Laufe der letzten drei Jahrzehnte konnten in Eukaryoten verschiedene Ubiquitin-dhnliche
Proteine (UBL = ubiquitin-like proteins) identifiziert werden, die groBtenteils auch als
Proteinmodifikatoren fungieren (Tab. 1) (Hochstrasser, 2000; Hochstrasser, 2009). Obwohl
sich die meisten dieser UBLs teilweise sehr stark in ihrer Aminosduresequenz von Ubiquitin
unterscheiden, verfiigen alle iiber eine Ubiquitin-&hnliche Struktur, die auch als f-grasp fold
bezeichnet wird (Hochstrasser, 2000; Kerscher ef al., 2006). Das Anhdngen von UBLs an
entsprechende Substrate erfolgt in der Regel iiber einen Ubiquitinierungs-dhnlichen
Mechanismus. So sind El-, E2- und teilweise auch E3-Enzyme an der Konjugation eines
UBLs beteiligt. Doch verglichen mit Ubiquitin ist die Zahl an E2- oder E3-Enzymen, die
spezifisch fiir ein UBL sind, wesentlich geringer. Dies hat zur Folge, dass die Bandbreite an
Substraten fiir die meisten UBLs begrenzt ist.

Zu den bekanntesten und am besten erforschten UBLs gehort SUMO (small ubiquitin related
modifier). Ahnlich dem Ubiquitin kann es kovalent an Lysinreste eines Proteins angehangen
werden (Rodriguez ef al., 2001). Das erste Protein, fiir das eine Modifikation durch SUMO
beschrieben wurde, ist das Transportprotein RanGAP1 (Ran GTPase-activating protein 1)
(Matunis et al., 1996; Mahajan et al., 1997). Die Konjugation von SUMO trigt dazu bei, dass
ein Import von RanGAP1 in den Zellkern stattfindet. Daher wird davon ausgegangen, dass die
sogenannte SUMOylierung am Kerntransport beteiligt ist. Seit seiner Entdeckung konnten
jedoch weitere Zielproteine von SUMO identifiziert werden. Indem es deren Lokalisation in
der Zelle beeinflusst oder als Antagonist anderer posttranslationaler Modifikationen wirkt,
kann SUMO die Funktion seiner Zielproteine regulieren und verschiedene physiologische
Prozesse steuern (Seeler und Dejean, 2003; Wilkinson und Henley, 2010).

Im Menschen konnten vier Isoformen von SUMO (SUMOI-4) nachgewiesen werden,
wohingegen in der Béickerhefe Saccharomyces cerevisiae mit Smt3 nur ein Homolog des
Modifikators vorkommt (Johnson et al., 1997). Neben Smt3 gibt es in Hefe aber noch weitere
UBLSs mit unterschiedlichen Funktionen. Dazu gehort unter anderem der Proteinmodifikator
Rubl, der homolog zu dem in Menschen vorkommenden NEDDS8 (neural precursor cell
expressed developmentally down-regulated protein 8) ist (Kumar ef al., 1993). Sowohl fiir
Rubl als auch fiir NEDDS ist nur eine begrenzte Zahl an Zielproteinen bekannt. Zu den
nachgewiesenen Substraten gehoren die sogenannten Culline (Lammer et al., 1998; Osaka
et al., 1998). Diese sind wichtige Untereinheiten von heteromeren, Ubiquitin-spezifischen
E3-Ligasen, da sie als Geriistproteine zu deren Aufbau und Aktivitét beitragen (Patton et al.,

1998; Seol et al., 1999). Eine Modifikation der Culline durch Rubl bzw. NEDDS scheint die
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Funktion der E3-Ligasen zu beeinflussen. Im entsprechenden eukaryotischen System ist der
jeweilige Modifikator daher womdglich an der Regulation der Ubiquitinierung beteiligt
(Rabut und Peter, 1998).

Tabelle 1: Ubersicht iiber eukaryotische UBLs sowie deren E1-, E2- und E3-Enzyme.

Sofern die UBLs in S. cerevisiae vorkommen, erfolgen alle Angaben zum entsprechenden Modifikator nach der
in Hefe gebrduchlichen Nomenklatur. Bekannte menschliche Orthologe eines UBLs sind in Klammern
angegeben. ISG15, UFMI1, FATI10 und FUBI sind bisher nur im Menschen und anderen Vertebraten
nachgewiesen wurden. Daher folgen die Angaben zu diesen Modifikatoren, der dort gebrauchlichen

Nomenklatur. Tabelle verdndert nach Kerscher et al. (2006) und Hochstrasser (2009).

Modifikator E1l E2 E3 Funktion
Ubiquitin Ubal Ubcl-8, -10, -11, viele neben proteasomalem
Ubc13-Mms2 verschiedene Abbau viele weitere
Funktionen bekannt
Smt3 Uba2-Aosl Ubc9 Sizl, Siz2, beeinflusst z.B. die
(SUMO1-4) Mms21 Proteinlokalisation und
-modifikation
Rubl Uba3-Ulal Ubcl12 Dcenl Regulation von Ubiquitin-
(NEDDS) spezifischen E3-Ligasen
Atg8 Atg7 Atg3 - Autophagie
Atgl2 Atg7 Atgl0 - Autophagie
Urml Uba4 - - oxidative Stressantwort,
tRNA-Thiolierung
Hubl - - - SpleiBen von Pre-mRNA
ISG15 UBELI UBCHS HERCS, EFP | mogliche Rolle in der
Immunantwort
UFM1 UBAS UFC1 - Funktion unbekannt
FAT10 - - - proteasomaler Proteinabbau
FUBI - - - mogliche Rolle in der
Immunantwort
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Atg8 und Atgl2 sind zwei weitere UBLs, die in S. cerevisiae vorkommen. Beide werden fiir
die Bildung von Autophagosomen bendtigt und spielen demzufolge eine Rolle bei der
Autophagie (Mizushima et al., 1998). Die Aktivierungskaskade von Atg8 und Atgl2 stellt
unter allen bekannten eukaryotischen UBLs eine Besonderheit dar. So teilen sich beide mit
Atg7 ein aktivierendes E1-Enzym, wohingegen sie iliber spezifische E2-Enzyme verfiigen
(Mizushima et al., 1998; Shintani et al., 1999; Ishimura et al., 2000). Dariiber hinaus ist auch
die Substratspezifitit der beiden UBLs besonders. Wiahrend das ebenfalls an der Autophagie
beteiligte Protein Atg5, das einzige bekannte Substrat von Atgl2 darstellt, erfolgt eine
Konjugation von Atg8 an Lipide, die zur Klasse der Phosphatidylethanolamine gehoéren
(Mizushima et al., 1998; Ishimura et al.,2000). Dies verdeutlicht, dass UBLs nicht
zwangsldufig Proteine als Substrate haben miissen, sondern auch andere Molekiile

modifizieren konnen.

1.4 Ubiquitin-ahnliche Schwefeltriger und Proteinmodifikatoren in Prokaryoten

Wie zuvor erwéhnt, scheint ein Homolog des Ubiquitins in Prokaryoten nicht vorhanden zu
sein. Trotzdem konnten mittlerweile verschiedene prokaryotische UBLs nachgewiesen
werden, die unterschiedliche Funktionen in Bakterien und Archaeen iibernehmen.

Zu diesen gehdren die bakteriellen Schwefeltragerproteine ThiS und MoaD. Hinsichtlich ihrer
Aminosiuresequenz zeigen beide keine sehr starke Ahnlichkeit mit Ubiquitin. Trotzdem
zeichnen sie sich durch eine UBL-typische f-grasp fold—Struktur aus und verfiigen ebenso
wie das Ubiquitin {iber ein C-terminales Di-Glycinmotiv, das essentiell fiir die Funktion der
beiden Proteine ist (Rudolph et al., 2001; Wang et al., 2001; Schmitz et al., 2007). Als
Schwefeltrager spielen ThiS und MoaD eine Rolle bei der Biosynthese von schwefelhaltigen
Enzym-Cofaktoren. Hierbei trdgt ThiS zur Bildung von Thiamin bei, wiahrend MoaD fiir die
Erzeugung von Molybdopterin bendtigt wird, welches ein Bestandteil des Molybdin-
Cofaktors (MoCo) ist (Rajagopalan et al., 1997; Begley et al., 1999). Fiir die Synthese der
genannten Cofaktoren muss ein Schwefeleinbau in ThiS und MoaD erfolgen (Abb. 2). Wie
bei der Ubiquitinierung ist hierfiir im ersten Schritt eine Adenylierung des UBLs am
C-Terminus erforderlich. Die Adenylierung von ThiS oder MoaD wird durch das E1-&hnliche
Enzym ThiF bzw. MoeB vermittelt (Taylor ef al., 1998; Leimkiihler ef al., 2001b). Der im
Anschluss daran stattfindende Einbau des Schwefels in ThiS und MoaD erfolgt unter
Ausbildung eines C-terminalen Thiocarboxylats (Taylor et al., 1998; Rudolph et al., 2001).
Im Gegensatz zur Ubiquitinierung erfordert dieser Schritt keine Thioesterverkniipfung des

UBLs mit dem entsprechenden Aktivatorprotein. Zumindest flir die Thiaminsynthese konnte
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gezeigt werden, dass es anstatt dessen zur Ausbildung einer Acyldisulfidverkniipfung
zwischen ThiS und einem zuvor am ThiF gebildeten Persulfid kommt (Xi ef al., 2001). Eine
vergleichbare Form der kovalenten Verkniipfung zwischen MoaD und MoeB ist jedoch nicht
bekannt (Leimkiihler efal, 2001b). Es wird aber vermutet, dass MoaD eine
Acyldisulfidbindung mit einer separaten Schwefeltransferase eingehen kann, was
schlussendlich ebenfalls zur Thiocarboxylierung des UBLs fiihrt (Leimkiihler ef al., 2001a;
Dahl et al., 2011).

/ ) @'«SO Thiamin
' L NH,
Z N\
T, T, <0, —— ﬁ”);(\/
N OH
ATP PP AMP

Abbildung 2: Beteiligung von ThiS und ThiF an der Thiaminbiosynthese.

Zu Beginn wird ThiS an seinem C-Terminus durch das El-dhnliche ThiF adenyliert. AnschlieBend kommt es
zum Aufbau einer Acyldisulfidverkniipfung zwischen der Carboxygruppe des ThiS und einem zuvor an ThiF
gebildeten Persulfid. Der Schwefel fiir die Entstehung des Persulfids stammt von Cystein. Dieser wird durch das
Zusammenspiel der Cysteindesulfurase IscS und der Schwefeltransferase Thil auf einen Cysteinrest in ThiF
ibertragen (Lauhon wund Kambampati, 2000). Nach Spaltung der Acyldisulfidverkniipfung wird
thiocarboxyliertes ThiS freigesetzt, das als Schwefeldonor fiir folgende Reaktionen dient. Abbildung veréndert
nach Pedrioli et al. (2008).

Da die Aktivierung von ThiS und MoaD zum Teil der des Ubiquitins gleicht, wird von einer
evolutiondren Verkniipfung des prokaryotischen Schwefeltransfer- und des eukaryotischen
Ubiquitinierungssystems ausgegangen. Trotzdem zeigen neuere Befunde, dass die Entstehung
von proteinmodifizierenden UBLs nicht erst in FEukaryoten erfolgte, sondern
entwicklungsgeschichtlich schon frither stattgefunden hat. Die im Archaeon Haloverax
volcanii vorkommenden SAMPs (small archaeal modifier protein) waren die ersten
prokaryotischen UBLs, fiir die eine kovalente Verkniipfung mit verschiedenen Proteinen
nachgewiesen wurde. Bisher konnten in H. volcanii drei unterschiedliche SAMPs (SAMP1-3)
identifiziert werden (Humbard et al., 2010; Miranda et al., 2014). Wahrend SAMP3 nur als
Proteinmodifikator wirkt, fungieren SAMP1 und SAMP2 dariiber hinaus ebenfalls als
Schwefeltrigerproteine (Miranda et al., 2011). Ahnlich dem bakteriellen MoaD ist SAMP1 an
der Synthese von Molybdopterin beteiligt, wohingegen SAMP2 Teil eines
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Schwefeltransferwegs ist, der zur Thiolierung von tRNAs (transfer ribonucleic acid) fiihrt.
Die nachgewiesene duale Funktionsweise von SAMP1 und SAMP2 ist ein weiterer Hinweis
dafiir, dass sich proteinmodifizierende UBLs vermutlich aus Schwefel-transferierenden
Vorldufern entwickelt haben. AuBerdem zeigt dies auch, dass die Spezialisierung des
archaealen SAMP-Systems noch nicht so weit fortgeschritten ist wie beispielsweise beim
eukaryotischen Ubiquitinierungssystem, welches nur noch der Proteinmodifikation dient. Dies
wird ebenfalls dadurch deutlich, dass UbaA das einzige E1-dhnliche Enzym in H. volcanii ist
und dieses die Aktivierung aller drei SAMPs vermittelt (Miranda et al., 2011, 2014).

1.5 Urml, ein bifunktionales UBL in Eukaryoten

Im Jahr 2000 konnten Furukawa et al. mit Urm1 (ubiquitin related modifier 1) ein weiteres
UBL in S. cerevisiae nachweisen. Die Identifikation dieses neuen UBLs gelang durch eine
PSI-BLAST-Analyse. Hierbei wurde in Hefe nach Proteinen gesucht, die sich durch eine
Aminoséduresequenz auszeichnen, welche mit der der bakteriellen Schwefeltrdger ThiS und
MoaD vergleichbar ist. Tatsichlich zeigt Urm1 nicht nur eine starke Ahnlichkeit mit beiden
prokaryotischen Proteinen, die Sequenz des 99 Aminosduren umfassenden und 11 kDa grof3en
UBLSs stimmt sogar zu 20% bzw. 23% mit der von ThiS oder MoaD iiberein. Wie die beiden
Schwefeltrager verfligt Urm1 ebenfalls iiber ein C-terminales Di-Glycinmotiv und dariiber
hinaus besitzt es auch die UBL-typische f-grasp fold-Struktur (Furukawa et al., 2000; Xu
et al.,20006).

Nach seiner Entdeckung in Hefe konnte eine Konservierung des Urml auch in héheren
Eukaryoten nachgewiesen werden. So sind homologe Proteine im Menschen und in Pflanzen
vorhanden (Schlieker ef al., 2008; Nakai et al., 2012). Die allgemeine Konservierung des
Urml in Eukaryoten deutet auf dessen funktionelle Relevanz hin. In der Tat konnten zwei
Funktionen fiir Urml beschrieben werden. So fungiert es wie die meisten anderen
eukaryotischen UBLs als posttranslationaler Modifikator, der kovalent mit Proteinen
verkniipft werden kann (Furukawa et al., 2000; Van der Veen et al., 2011). Diese besondere
Form der Proteinmodifikation durch Urml wird in Anlehnung an die Ubiquitinierung als
Urmylierung bezeichnet. Des Weiteren kann Urm1 dhnlich dem ThiS oder MoaD auch als
Schwefeltragerprotein fungieren. Hierbei ist es Teil eines Schwefeltransferwegs, der zur
Thiolierung bestimmter cytoplasmatischer tRNAs fiihrt (Nakai ef al., 2008; Leidel efal.,
2009; Noma et al., 2009). Die Beteiligung von Urm1 an der tRNA-Thiolierung zeigt, dass es
Gemeinsamkeiten zum archaealen SAMP2 besitzt, welches ebenfalls nicht nur als

Proteinmodifikator agiert, sondern in H. volcanii auch an der Thiomodifikation von tRNAs
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beteiligt ist (Humbard et al., 2010; Miranda et al., 2011). Dies ist ein Indiz dafiir, dass sich
das eukaryotische Urm1 vermutlich aus einem prokaryotischen SAMP-dhnlichen Vorldufer
entwickelt hat. Somit kann es als das urspriinglichste eukaryotische UBL angesehen werden,

welches die Fahigkeit zur Proteinmodifikation erworben hat.

1.5.1 Aktivierung von Urml

Die besondere evolutiondre Stellung von Urml wird auch dadurch ersichtlich, dass es im
Vergleich zu Ubiquitin und anderen eukaryotischen UBLs {iber eine abweichende
Aktivierungskaskade verfiigt. So umfasst die Aktivierung von Urml die Bildung eines
Thiocarboxylats, welches nicht nur als Substrat fiir die tRNA-Thiolierung, sondern
wahrscheinlich auch fiir die Urmylierung dient (Abb. 3) (Schmitz et al., 2008; Leidel et al.,
2009; Noma et al., 2009; Van der Veen ef al., 2011). Daher ist der Aktivierungsmechanismus
des Modifikators eher mit dem der bakteriellen Schwefeltrager ThiS und MoaD vergleichbar.
Fiir den Schwefeleinbau in Urm1 wird Uba4 (ubiquitin-activating 4) benétigt. Dieses E1-
dhnliche Enzym wurde urspriinglich durch yeast-two-hybrid-Analysen als Interaktionspartner
von Urml identifiziert (Furukawa et al., 2000). Der N-Terminus von Uba4 ist nicht nur
homolog zu Ubal, dem E1 des Ubiquitins, sondern zeigt auch starke Ahnlichkeit zu ThiF und
MoeB (Furukawa et al., 2000; Noma et al., 2009). Demzufolge wird diese N-terminale
Region auch als MoeBD (MoeB-like domain) bezeichnet (Schmitz et al., 2008). Dariiber
hinaus verfiigt Uba4 am C-Terminus {iber eine zusétzliche Doméne, die jedoch in anderen E1-
Enzymen sowie in ThiF und MoeB nicht zu finden ist (Furukawa et al., 2000; Noma et al.,
2009). Die C-terminale Region des Uba4 ist aber homolog zu Enzymen, die der Rhodanese-
Familie angehdren. Daher wird diese auch als RHD (rhodanese homology domain) bezeichnet
(Mueller, 2006; Leidel et al., 2009). Rhodanesen fungieren als Schwefeltransferasen, die eine
Ubertragung von Schwefel auf andere Proteine vermitteln (Bordo und Bork, 2002; Mueller,
2006). Hierfiir ist die Ausbildung eines Persulfids an einem katalytisch aktiven Cystein
notwendig. Auch fiir Uba4 konnte die Bildung eines Persulfids an einem Cysteinrest in der
RHD gezeigt werden (Schmitz ef al., 2008; Noma et al., 2009). Dies scheint flr die
Aktivierung von Urml durch Uba4 essentiell zu sein, da es zur Entstehung des
thiocarboxylierten Modifikators beitrdgt (Schmitz ef al., 2008; Leidel ef al., 2009; Noma
et al.,2009; Van der Veen et al., 2011).
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Abbildung 3: Darstellung des Schwefeltransferwegs, der zur Urmylierung und tRNA-Thiolierung fiihrt.

Durch die Cysteindesulfurase Nfsl wird Cystein zu Alanin umgesetzt. Der hierbei freigesetzte Schwefel wird als
Persulfid am Nfsl gebunden. Dieser wird vorzugsweise iiber die Schwefeltransferase Tuml auf Uba4
iibertragen. Ein direkter Transfer des Persulfids von Nfsl auf das Urml-Aktivatorprotein ist jedoch auch
moglich. Uba4 adenyliert Urm1 an dessen C-Terminus. Das so aktivierte Urml kann darauthin das Persulfid am
Uba4 binden. Durch Spaltung der resultierenden Acyldisulfidverkniipfung wird thiocarboxyliertes Urml frei.
Das Thiocarboxylat geht entweder in die Urmylierung ein oder wird von Ncs2 und Ncs6 als Substrat fiir die
Thiolierung des wobble-Uridins (Uss) bestimmter tRNAs verwendet. Die Bildung der resultierenden s’
Seitengruppe am Us, geht einher mit einer mem’-Modifikation, die unter anderem durch den Elongator-Komplex

vermittelt wird. Abbildung veréndert nach Noma et al. (2009) und Wang ef al. (2011).

An der Generierung des Persulfids sind Nfsl und Tuml beteiligt (Abb. 3). Nfsl ist ein
essentielles Protein, das nicht nur die Thiomodifikation von mitochondrialen und
cytoplasmatischen tRNAs vermittelt, sondern auch eine Rolle bei der Bildung von
Eisen-Schwefel-clustern spielt (Li et al., 1999; Nakai et al., 2004). Ebenso wie das homologe,
bakterielle NIFS stellt Nfsl eine Cysteindesulfurase dar (Zheng et al., 1993; Zheng et al.,
1994). Unter Beteiligung des Cofaktors Pyridoxalphosphat (PLP) vermittelt es die Umsetzung
von Cystein zu Alanin. Der dabei frei werdende Schwefel wird in Form eines Persulfids am
Nfsl gebunden. Das Persulfid wird anschlieBend auf Uba4 {iibertragen, wobei Tuml als
dazwischengeschaltete Schwefeltransferase fungieren kann (Noma et al., 2009; Marelja et al.,
2008). Bei Tum1 handelt es sich um ein Protein, das aus zwei in Tandem angeordneten RHDs
besteht (Noma et al., 2009). Wihrend die N-terminale RHD vermutlich funktionslos ist, wird
die C-terminale Doméne mit einem aktiven Cystein an Position 259 (C259) fiir einen
effektiven Schwefeltransfer bendtigt. Eine Beteiligung von Tuml am Schwefeltransfer wird
dadurch ersichtlich, dass die tRNA-Thiolierung in Hefe nach Verlust des Proteins drastisch
reduziert ist (Huang ef al., 2008; Noma ef al., 2009). AuBlerdem konnte durch in vitro-
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Analysen nachgewiesen werden, dass Nfsl sein Persulfid nicht nur auf Uba4, sondern auch
auf Tum1 transferieren kann (Noma et al., 2009).

Das schlussendlich auf die Uba4-RHD f{ibertragene Persulfid wird fiir den Aufbau einer
Acyldisulfidverkniipfung mit Urm1 benétigt. Damit der Modifikator diese Bindung eingehen
kann, muss dieser zuvor an seinem C-Terminus durch die MoeBD des Aktivatorproteins
adenyliert werden. Nach einer abschlieBenden Spaltung der Acyldisulfidverkniipfung kommt
es zur Freisetzung von thiocarboxyliertem Urml, das fiir Folgereaktionen verwendet werden

kann (Abb. 3).

1.5.2 Beteiligung von Urm1 an der tRNA-Thiolierung

tRNAs bestehen nicht nur aus Adenosin, Guanosin, Cytidin und Uridin. Sie setzten sich auch
aus chemisch modifizierten Varianten dieser Nukleoside zusammen. Allein in S. cerevisiae
konnten 25 verschiedene Modifikationen in cytoplasmatischen tRNAs nachgewiesen werden
(Phizicky und Hopper, 2010). Wéhrend einige Modifikationen universell vorkommen, sind
andere nur in bestimmten tRNA-Spezies zu finden. Je nach Art und Ort konnen diese
Modifikationen unterschiedliche Funktionen haben. So wirken sie sich auf die Struktur und
Stabilitdt oder auf die Aminoacylierung einer tRNA aus (Davanloo ef al., 1979; Muramatsu
et al., 1988; Kawai et al., 1992; Helm et al., 1999). Sie konnen aber auch die Interaktion
zwischen tRNAs und mRNAs (messenger ribonucleic acid) beeinflussen. Hierbei spielen
insbesondere Modifikationen, die am Anticodon stattfinden, eine wichtige Rolle (Abb. 4A).
Die grofite Vielfalt an modifizierten Nukleosiden ldsst sich an Position 34 des Anticodons
finden (Phizicky und Hopper, 2010). Modifikationen, die an dieser sogenannten
wobble-Position stattfinden, sind fiir eine effiziente Erkennung und Bindung spezifischer
Codons wichtig (Bjork et al., 2007). Sie scheinen aber auch zum wobbling beizutragen und
sind womoglich daran beteiligt, dass tRNAs nicht-komplementire Codons erkennen kénnen
(Johansson et al., 2008).

In Eukaryoten gibt es 13 cytoplasmatische tRNAs, die iiber ein wobble-Uridin (Us4) verfiigen
(Johansson et al., 2008). Hierbei kann das Us4 abhdngig von der jeweiligen tRNA-Spezies
unterschiedlich modifiziert sein. So kommt es beispielsweise in den tRNAs tQ"YY, tEVYC und
tKY"Y als 5-Methoxycarbonylmethyl-2-Thiouridin (mem’s*U) vor (Abb. 4B). Der Aufbau des
mem’s”U geschieht iiber zwei getrennte Modifikationswege. Die Bildung der Thiogruppe (s°)
erfolgt, indem das Sauerstoffatom an Position 2 der Uracil-Base gegen ein Schwefelatom
ausgetauscht wird. Wie zuvor beschrieben, wird diese als Thiolierung bezeichnete

Modifikation durch einen Schwefeltransferweg vermittelt, an dem neben Urm1 auch Nfsl,
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Tum]l und Uba4 beteiligt sind. Durch genetische Analysen in Hefe konnten jedoch auch Ncs2
und Ncs6 als Proteine identifiziert werden, die fiir die tRNA-Thiolierung essentiell sind
(Bjork et al., 2007; Huang et al., 2008; Nakai et al., 2008). Beide verfiigen tliber eine PP-loop
ATPase-Doméne, die ebenfalls in anderen tRNA-modifizierenden Enzymen vorhanden ist
(Bjork et al., 2007; Schlieker et al., 2008). Verschiedene Untersuchungen deuten darauf hin,
dass Ncs2 und Ncs6 als Heterodimer in der Zelle vorliegen (Dewez ef al., 2008; Leidel ef al.,
2009). Vermutlich nutzt dieser Komplex den im Urm1-Thiocarboxylat enthaltenen Schwefel,
um ihn auf das Us4 zu tibertragen (Abb. 3). Durch in vitro-Analysen konnte gezeigt werden,
dass Ncs6 in der Lage ist, tRNAs zu binden und zu adenylieren (Nakai et al., 2008; Leidel
et al., 2009). Daher scheint es direkt am Schwefeleinbau beteiligt zu sein. Trotzdem ist der

genaue Mechanismus, der zur Usy-Thiolierung fiihrt, bisher unklar. Ebenso ist auch nicht

bekannt, welche Rolle Ncs2 hierbei spielt.
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0 komplex
(0]
fi\/t = | NH
Urm1-
Weg
RO 0 RO 0
OR OH OR OH

Abbildung 4: Urm1 vermittelt die Thiolierung der cytoplasmatischen tRNAs tQ"V¢, tE"YC und tK""".

A) Schematischer Aufbau einer tRNA. Die drei Nukleotide an Position 34, 35 und 36, die zusammen das
Anticodon bilden, sind in blau hervorgehoben. B) Struktur des wobble-Uridins (Us,) in seiner unmodifizierten
und modifzierten Form. Die Bildung des 5-Methoxycarbonylmethyl-2-Thiouridins an Position 34 (mcm’s*Usy)
wird durch zwei getrennte Modifikationswege vermittelt. An der Bildung des mem’ ist unter anderem der
Elongator-Komplex beteiligt. Der Aufbau der s’-Seitengruppe ist von einem Schwefeltransferweg abhingig, der
iiber das Schwefeltragerprotein Urml verlauft. Abbildungen verandert nach Pedrioli ef al. (2008) sowie Phizicky
und Hopper (2009).

Die Bildung der Methoxycarbonylmethyl-Seitengruppe (mem’) im mem’sU wird durch
verschiedene Proteine vermittelt. Unter anderem ist hieran der Elongator-Komplex beteiligt

(Abb. 4B) (Huang etal., 2005). In Hefe setzt sich dieser Komplex aus den sechs
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Untereinheiten Elpl-6 zusammen (Krogan und Greenblatt, 1999). Urspriinglich als
Interaktionspartner der RNA-Polymerase II identifiziert, wurde vermutet, dass der Elongator
zur Transkriptionselongation beitrdgt (Otero et al., 1999). Dariliber hinaus wurde auch eine
Beteiligung an der Histon-Acetylierung und der Exocytose vorgeschlagen (Wittschieben
et al., 1999; Rahl et al., 2005). Trotzdem scheint die eigentliche Funktion des Elongators die
tRNA-Modifikation zu sein. Denn ein Grofteil der Phédnotypen, die in S. cerevisiae fiir
Elongator-Mutanten beschrieben sind, gehen auf eine fehlende tRNA-Modifikation zuriick
(Esberg et al., 20006).

1.5.3 Bedeutung der Urml-vermittelten tRNA-Thiolierung

Hefestimme, deren URM-Gen deletiert ist, verfiigen ebenso wie Elongator-Mutanten {iber
eine Vielzahl an unterschiedlichen Phédnotypen. So zeigen urmlA-Stimme neben einer
erhohten Thermosensitivitit auch eine verringerte Resistenz gegeniiber chemischen
Stressoren wie z.B. Koffein, Calcofluor-White, Rapamycin oder Diamid (Furukawa et al.,
2000; Fichtner et al., 2003; Goehring et al., 2003a, 2003b). Interessanterweise sind ncs2A-
und ncs6A-Mutanten, in denen zwar keine tRNA-Thiomodifikation mehr stattfindet, aber eine
Proteinmodifikation durch Urm1 weiterhin moglich ist, ebenso sensitiv gegeniiber Koffein,
Rapamycin oder Diamid wie ein urmIA-Stamm (Goehring et al., 2003b; Leidel et al., 2009).
Aullerdem ldsst sich die Sensitivitdt einer urmIA-Mutante gegeniiber diesen chemischen
Stressoren durch Uberexpression der hypomodifizierten tRNAs tQ"YS, tEYYC und K"
supprimieren (Leidel ez al., 2009). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die meisten
Phénotypen im wurmiA-Hintergrund vermutlich auf eine defekte tRNA-Thiolierung
zuriickgehen. Die Thiomodifikation des Us4 scheint somit wichtig zu sein, damit Zellen auf
unterschiedliche Stressbedingungen reagieren konnen.

Urspriinglich wurde vermutet, dass die tRNA-Thiolierung zur Expression von Genen beitrigt,
die fiir eine spezifische Stressantwort von Bedeutung sind (Leidel et al., 2009). Demnach
kénnte sich ein Verlust der s*>-Modifikation negativ auf deren Expression auswirken und eine
verringerte Stresstoleranz zur Folge haben. In der Tat konnten Rezgui efal (2013)
demonstrieren, dass eine defekte tRNA-Thiolierung die Genexpression beeintrdchtigt. So
werden mRNAs, die reich an Codons sind, welche durch die thiolierten tRNAs tQUUG, tEVYC

und tK"YY

abgelesen werden, in einer urmIA-Mutante schlechter translatiert. Doch die
erhohte Stresssensitivitdt von tRNA-Thiolierungsmutanten ldsst sich vermutlich nicht allein
durch eine verdnderte Genexpression erkldren. Neuere Untersuchungen zeigen, dass das

Ribosom wiéhrend der Translation nach Verlust der Us4-Thiomodifikation spezifisch an den
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Codons CAA und AAA pausiert (Nedialkova und Leidel, 2015). Diese gehemmte
Translationselongation beeinflusst offensichtlich die cotranslationale Proteinfaltung, denn
tRNA-Thiolierungsmutanten  zeichnen sich durch eine vermehrte Bildung von
Proteinaggregaten aus. Der daraus resultierende chronische proteotoxische Stress trigt
vermutlich dazu bei, dass eine defekte Uss-Thiolierung eine herabgesetzte Stresstoleranz zur
Folge hat.

Obwohl ein vollstandiger Verlust der tRNA-Thiomodifikation wahrscheinlich eher nachteilig
ist, wurde mittlerweile durch verschiedene Arbeitsgruppen nachgewiesen, dass unter
bestimmten Stressbedingungen sogar eine gezielte Reduktion der Urml-vermittelten Uss-
Thiolierung stattfindet. In Hefe kommt es beispielsweise bei Schwefelmangel oder Hitzestress
zu einem Riickgang in der s*-Modifikation des Us4 (Laxman et al., 2013; Damon et al., 2014).
Es wird davon ausgegangen, dass eine reduzierte tRNA-Thiolierung unter diesen spezifischen
Umweltbedingungen eher von Vorteil ist. Womoglich erlaubt dies eine bessere Anpassung
der Translation an die gegebenen Stressbedingungen. Interessanterweise kodieren Gene, die
reich an Codons sind, welche durch thiolierte tRNAs abgelesen werden, vorzugsweise fiir
Proteine, die fiir anabole Prozesse von Bedeutung sind (Laxman ef al., 2013; Rezgui et al.,
2013). Einige davon sind selbst Teil der Translationsmaschinerie oder werden fiir die
Biogenese von Ribosomen bendtigt. Es ist bekannt, dass die Synthese dieser Proteine bei
fehlender tRNA-Thiolierung herunterreguliert ist (Laxman et al., 2013; Rezgui et al., 2013).
Bei Schwefelmangel oder Hitzestress hat eine reduzierte tRNA-Thiomodifikation womdglich
einen vergleichbaren Effekt. Somit bewirkt eine Abnahme in der tRNA-Thiolierung
vermutlich eine generelle Hemmung der Proteinsynthese und hat wahrscheinlich auch einen
allgemeinen negativen Einfluss auf das Zellwachstum. Ein gehemmtes bzw. verlangsamtes
Wachstum als Folge einer reduzierten Uss-Thiolierung konnte dazu beitragen, dass Zellen
bestimmte Stress- oder Mangelbedingungen besser iiberstehen kénnen (Laxman et al., 2013;

Damon et al., 2014).

1.5.4 Urml als Proteinmodifikator

Seitdem Urm1 erstmals in Hefe beschrieben wurde, ist bekannt, dass es kovalent mit anderen
Proteinen verkniipft werden kann (Furukawa et al., 2000). Doch im Gegensatz zur Urml-
vermittelten tRNA-Thiolierung, sind wesentliche Punkte, die die sogenannte Urmylierung
betreffen, immer noch unklar. Unter anderem wurde bisher nicht geklért, wie eine spezifische
Konjugation von Urm1 an Zielproteine erfolgt. Denn im Unterschied zur Ubiquitinierung

konnten E2- oder E3-Enzyme als Komponenten des Urmylierungswegs bis heute nicht
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nachgewiesen werden. Es ist jedoch bekannt, dass das E1-dhnliche Enzym Uba4 essentiell fiir
die Urm1-Konjugation ist (Furukawa et al., 2000). AuBBerdem konnten Van der Veen et al.
(2011) zeigen, dass eine C-terminale Thiocarboxylierung des Modifikators erforderlich ist,
damit dieser an Zielproteine angehéngt werden kann (Abb. 3). Zum einen zeigt dies, dass die
Urmylierung mechanistisch anders verlduft als die Ubiquitinierung. Zum anderen deutet dies
aber auch darauf hin, dass beide Urml-Funktionen vermutlich durch denselben
Schwefeltransferweg vermittelt werden. Denn auch fiir die tRNA-Thiolierung ist die Bildung
des Urm1-Thiocarboxylats erforderlich. Eine direkte Kopplung der beiden Urm1 -vermittelten
Funktionen liegt wahrscheinlich jedoch nicht vor. In einem ncs2A- oder ncs6A-Hintergrund,
in dem die Thiomodifikation des Uss nicht mehr moglich ist, bleibt die Urmylierung
unverdndert (Goehring ef al., 2003b). Im Gegensatz zur tRNA-Thiolierung ist somit nicht
bekannt, was mit dem im Urml-Thiocarboxylat enthaltenen Schwefel geschieht, wenn der
Modifikator an andere Proteine angehidngt wird. Urspriinglich wurde vermutet, dass Urml
tiber schwefelhaltige Thioester- oder Acyldisulfidbindungen mit Cysteinresten in
Zielproteinen verkniipft wird (Leidel ez al., 2009). Doch diese Vermutung konnte nicht
bestitigt werden. So lassen sich Konjugate, die durch das humane Urml-Homolog in
menschlichen Zellen gebildet werden, durch die reduzierende Chemikalie Dithiothreitol
(DTT) nicht auflésen (Van der Veen et al., 2011). AuBBerdem wurde demonstriert, dass der
Modifikator mit spezifischen Lysinresten in Zielproteinen verkniipft wird. Daher erfolgt eine
Proteinmodifikation durch Urml vermutlich unter Ausbildung einer kovalenten
Isopeptidbindung.

Nicht nur der Mechanismus der Urml-Konjugation ist weitestgehend unklar, auch die
Bedeutung der Urmylierung konnte bisher nicht gekldrt werden. Durch phénotypische
Analysen lieB3 sich eine funktionelle Relevanz der Urml-vermittelten Proteinmodifikation
nicht nachweisen. Zwar zeigen urmlA-Hefemutanten eine erhohte Sensitivitit gegentiber
unterschiedlichen Stressoren, doch, wie zuvor erwéhnt, gehen die meisten dieser Phianotypen
allein auf eine defekte tRNA-Thiolierung zuriick (Leidel et al., 2009). Trotzdem gibt es
Untersuchungen, die die Urmylierung mit der oxidativen Stressantwort in Verbindung
bringen. Dementsprechend wurde gezeigt, dass die Urm1-Konjugation in S. cerevisiae und in
menschlichen Zellen durch oxidativen Stress induziert wird (Van der Veen efal., 2011).
Hierbei bewirken jedoch verschiedene oxidative Stressoren wie z.B. Wasserstoffperoxid
(H,0;) oder Diamid, dass unterschiedliche Proteine in Hefe und in menschlichen Zellen
urmyliert werden. Somit liegen abhdngig vom verwendeten Stressor Unterschiede in der

Urmylierungsspezifitdt vor. Trotz dessen konnte mit dem Peroxiredoxin Ahpl (alkyl
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hydroperoxide reductase 1) bisher nur ein spezifisches Urm1-Substrat in Hefe nachgewiesen
werden (Goehring et al., 2003a). Im Vergleich hierzu wurden in menschlichen Zellen 21
Proteine identifiziert, die in Gegenwart von H;O, oder Diamid urmyliert vorliegen
(Van der Veen efal, 2011). Einige davon spielen direkt eine Rolle bei der oxidativen
Stressantwort, wahrend andere beispielsweise an der tRNA-Modifikation beteiligt sind. Zu
den nachgewiesenen, urmylierten Proteinen, die fiir die tRNA-Modifikation von Bedeutung
sind, gehoren IKAP, CTU1, CTU2 und MOCS3. Diese vier Proteine stellen die jeweiligen
humanen Homologe von Elpl, Necs2, Ncs6 und Uba4 aus Hefe dar. Der Nachweis dieser
Proteine als Urm1-Substrate deutet darauf hin, dass die Modifikation des Us4 bei oxidativem
Stress durch die Urmylierung beeinflusst wird. Doch auch andere physiologischen Prozesse
konnten bei oxidativem Stress durch die Urml-vermittelte Proteinmodifikation beeinflusst
sein. Denn Proteine, die am Kerntransport, der RNA-Prozessierung oder der Ubiquitinierung
beteiligt sind, wurden ebenfalls als Urmylierungssubstrate identifiziert. Trotzdem ist unklar,
welche funktionelle Konsequenz die Urmylierung fiir ein Protein hat. Urm1 verfligt zwar iiber
mehrere interne Lysinreste, doch eine Polyurmylierung ist bisher nicht gezeigt wurden (Xu
etal., 2006). Somit unterscheidet es sich vom Ubiquitin, was die Variabilitit der
Proteinmodifikation betrifft. Und im Unterschied zum Ubiquitin ist Urm1 vermutlich auch
nicht am Proteinabbau beteiligt ist. Proteine, die in vivo durch das humane Urm1-Homolog
modifiziert werden, sind relativ stabil (Van der Veen efal, 2011). Daher sind weitere
Untersuchungen nétig, um zu kldren, ob und wie Urml die Aktivitit seiner Zielproteine

regulieren kann.

1.6 Oxidativer Stress

reactive oxygen species (ROS) sind toxische Verbindungen, die Abwandlungen des
molekularen Sauerstoffs (O,) darstellen (Morano efal., 2012). Typische ROS wie das
Superoxid-Anion (-O;"), das H,O, oder das Hydroxyl-Radikal (:OH) entstehen im Zuge des
normalen aeroben Metabolismus. In eukaryotischen Zellen erfolgt deren Bildung
hauptsichlich iiber die mitochondriale Atmungskette, doch auch andere metabole Prozesse
konnen zu deren Entstehung beitragen (Murphy, 2009). In Hefe stellt beispielsweise die
peroxisomale P-Oxidation von Fettsduren eine weitere ROS-Quelle dar (Hiltunen et al.,
2003). ROS entfalten ihre toxische Wirkung, indem sie unterschiedliche zelluldre
Makromolekiile schidigen. So vermitteln sie beispielsweise eine Peroxidation von Lipiden
oder eine Oxidation von Proteinen. Um solchen Schiden entgegenzuwirken, verfiigen Zellen

iiber spezifische Abwehrmechanismen. Einerseits konnen diese direkt zur ROS-Entgiftung
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beitragen. Andererseits konnen sie aber auch daran beteiligt sein, Schiden zu beseitigen, die
durch ROS verursacht wurden. Erst wenn diese Abwehrmechanismen nicht mehr in der Lage

sind, auf ein Uberangebot an ROS zu reagieren, liegt oxidativer Stress vor.

1.6.1 Das Thioredoxinsystem in Hefe

In Zellen gibt es unterschiedliche Antioxidantien, die zur ROS-Detoxifikation beitragen
(Morano et al., 2012). Hierzu zéhlen nicht nur kleinere Molekiile wie Glutathion (GSH) oder
Ascorbinsdure. Auch verschiedene Enzyme konnen an der Beseitigung von ROS beteiligt
sein. Zellen verfiigen liber mehrere solcher antioxidativen Enzyme, wobei deren Bildung bei
oxidativem Stress meist hochreguliert ist. In der Regel unterscheiden sich diese nicht nur in
ihrer intrazelluldren Lokalisation, sondern auch in ihrer Spezifitit gegeniiber bestimmten
ROS. So sind Superoxiddismutasen (SOD) an der Reduktion von ‘O, zu H,0O, beteiligt,
wohingegen Katalasen H,O, in H,O und O, umsetzen. Neben SODs und Katalasen stellen
Peroxdiasen ebenfalls antioxidative Enzyme dar. Hinsichtlich ihrer Funktionsweise
unterscheiden sich diese jedoch von SODs und Katalasen. Denn die Aktivitdt der Peroxidasen
beruht nicht auf Redox-aktiven Metallionen, sondern auf einem katalytischen bzw.
peroxidatischen Cysteinrest (Herrero etal., 2008). Uber die Thiolgruppe (-SH) des
peroxidatischen Cysteins kdnnen Peroxide zu entsprechenden Alkoholen reduziert werden.
Dabei kommt es ebenfalls zur Oxidation der Thiolgruppe, sodass diese in einen
Sulfensdurerest (-SOH) umgewandelt wird. Erst nach Reduktion des Sulfensdurerests kann
eine Peroxidase erneut an der ROS-Detoxifikation teilhaben. Fiir die Reduktion konnen
unterschiedliche Systeme genutzt werden. Je nachdem welches System hierbei als
Elektronendonor dient, lassen sich Peroxidasen in zwei Klassen einteilen. Die Glutathion
Peroxidasen nutzten beispielsweise GSH als Elektronenquelle. Im Gegensatz dazu erfolgt die
Reduktion der auch als Peroxiredoxine bezeichneten Thioredoxin Peroxidasen durch das
Thioredoxinsystem.

Dieses System besteht aus zwei Komponenten. Neben Thioredoxinen umfasst es ebenfalls
Thioredoxin-Reduktasen. Die Thioredoxine wirken als Oxidoreduktasen und vermitteln die
eigentliche Reduktion der Peroxiredoxine (Abb. 5) (Holmgren, 1989). Hierbei kommt es zur
Ausbildung einer intramolekularen Disulfidbriicke zwischen zwei konservierten Cysteinen,
die im aktiven Zentrum der Thioredoxine zu finden sind. Die anschlieBende Auflésung der
Disulfidbriicke geschieht iiber die Thioredoxin-Reduktasen, wobei hierfir NADPH als

Elektronenquelle verwendet wird.
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Abbildung 5: Aufbau und Funktionsweise des Thioredoxinsystems.

Beispielhaft ist hier die Oxidation und Reduktion von typischen 2-Cys-Peroxiredoxinen (PRX) dargestellt. Diese
sind in der Lage, anorganische und organische Peroxide wie z.B. H,0, oder Alkylhydroperoxide (ROOH) zu
reduzieren. Durch den Aufbau von intermolekularen Disulfidbriicken kommt es daraufhin zur Bildung eines
Homodimers, das aus zwei Peroxiredoxinen besteht. Thioredoxine (TRX) wirken als Oxidoreduktasen und 16sen
das Homodimer auf. Dabei entsteht eine intramolekulare Disulfidbriicke zwischen zwei konservierten
Cysteinresten, die im aktiven Zentrum der Thioredoxine vorliegen. Die anschlieBende Reduktion der oxidierten
Thioredoxine geschieht iiber Thioredoxin-Reduktasen (TRR), die hierfir NADPH als Elektronendonor
verwenden. Bei der Reduktion der Thioredoxine kommt es zur Ubertragung der intramolekularen Disulfidbriicke
auf zwei konservierte Cysteinreste, die im aktiven Zentrum der Thioredoxin-Reduktasen vorhanden sind.

Abbildung verdndert nach Iwai et al. (2010) und Morano et al. (2012).

In §. cerevisiae sind zwei voneinander getrennte Thioredoxinsysteme vorhanden. Wihrend
das eine im Cytosol zu finden ist, liegt das andere in den Mitochondrien vor. Das cytosolische
Thioredoxinsystem umfasst neben den zwei Thioredoxinen Trx1 und Trx2 auch die
Thioredoxin-Reduktase Trrl (Gonzalez Porqué et al., 1970; Gan, 1991). Eine Hefemutante,
der sowohl Trx1 als auch Trx2 fehlen, ist zwar weiterhin lebensfdhig, sie zeigt jedoch eine
erhohte Sensitivitdt gegeniiber anorganischen oder organischen Peroxiden (Garrido und
Grant, 2002). Dariiber hinaus fiihrt ein Verlust beider Thioredoxine zu einer Auxotrophie fiir
schwefelhaltige Aminosduren und zu einer verldngerten S-Phase des Zellzyklus (Muller et al.,
1991). Dementsprechend wird das cytosolische Thioredoxinsystem nicht nur fiir die oxidative
Stressantwort benoétigt. Es dient auch als Elektronendonor fiir Enzyme, welche die
Biosynthese von schwefelhaltigen Aminosduren oder von Desoxyribonukleotiden vermitteln
(Muller et al., 1991; Koc etal., 2006; Carnier etal., 2007). Obwohl das cytosolische
Thioredoxinsystem iiber zwei Thioredoxine verfiigt, tragen beide in unterschiedlich starkem
Malle zur oxidativen Stressantwort bei. So ist eine #rx2A-Hefemutante hypersensitiv
gegeniiber Peroxiden, wohingegen eine trx/A-Mutante ebenso resistent ist wie ein WT-
Stamm (Garrido und Grant, 2002). AuBBerdem wurde gezeigt, dass die TRX2-Expression bei
oxidativem Stress stirker induziert wird als die des TRX/-Gens. Demnach spielt Trx2
womoglich eine wichtigere Rolle bei der oxidativen Stressantwort. Das ebenfalls in Hefe
vorhandene mitochondriale Thioredoxinsystem umfasst das Thioredoxin Trx3 und die
Thioredoxin-Reduktase Trr2 (Pedrajas ef al., 1999). Dieses System trigt vermutlich dazu bei,

ROS zu beseitigen, die im Rahmen der mitochondrialen Atmung anfallen. Trotzdem wurde



I. Einleitung Seite [19

nachgewiesen, dass eine #772A-Mutante im Unterschied zu einem #7x3A-Stamm eine erhohte
Sensitivitdt gegeniiber oxidativem Stress zeigt. Demnach kann Trr2 vermutlich unabhéngig

von Trx3 noch auf einem weiteren Weg zur oxidativen Stressantwort beitragen.

1.6.2 Ahpl ist ein Teil der oxidativen Stressantwort

In S. cerevisiae konnten bisher fiinf verschiedene Peroxiredoxine nachgewiesen werden
(Herrero et al., 2008; Morano et al., 2012). Diese unterschieden sich nicht nur in ihrer
Lokalisation, sondern auch in ihrer Funktionsweise voneinander. So gehdrt Prx1 zu den
1-Cys-Peroxiredoxinen, wihrend Ahpl, Dot5, Tsal und Tsa2 den 2-Cys-Peroxiredoxinen
zugeordnet werden (Park efal, 2000; Pedrajas et al., 2000; Cha et al., 2003). Letztere
unterscheiden sich von 1-Cys-Peroxiredoxinen, weil diese zusétzlich zum peroxidatischen
Cystein noch iiber ein sogenanntes resolving Cystein verfligen. Je nachdem wie dieses
resolving Cystein zur Reduktion von Peroxiden beitrigt, werden auch die 2-Cys-
Peroxiredoxine unterschieden. Typische 2-Cys-Peroxiredoxine bilden als Teil ihres
katalytischen Zyklus Homodimere aus (Chae et al., 1994). Diese entstehen durch den Aufbau
einer intermolekularen Disulfidbriicke zwischen dem oxidierten peroxidatischen Cystein des
einen Monomers und dem resolving Cystein des anderen Monomers (Abb. 5). Im Gegensatz
dazu kommt es im katalytischen Zyklus von atypischen 2-Cys-Peroxiredoxinen nicht zur
Bildung eines Homodimers. Deren aktive Cysteinreste werden jedoch fiir den Aufbau einer
intramolekularen Disulfidbriicke benétigt (Seo et al., 2000).

Ahpl, Tsal oder Tsa2 stellen typische 2-Cys-Peroxiredoxine dar, die hauptsdchlich im
Cytoplasma vorliegen (Chae et al., 1994; Park et al., 2000). Doch im Unterschied zu Tsal
und Tsa2 besitzt Ahpl eine hohere Spezifitit gegeniiber Alkylhydroperoxiden (ROOH) als
gegeniiber H,O, (Jeong et al., 1999; Lee et al., 1999a). Somit spielt es in Hefe womdoglich
eine wichtige Rolle bei der Reduktion von organischen Peroxiden. Dementsprechend zeigen
ahpIA-Mutanten auch eine erhohte Sensitivitit gegeniiber fert-Butylhydroperoxid (t-BOOH),
welches ein synthetisches Alkylhydroperoxid darstellt (Lee et al., 1999a; Park et al., 2000).
Als 2-Cys-Peroxiredoxin besitzt Ahpl ein peroxidatisches Cystein an Position 62 (C62) und
ein resolving Cystein an Position 31 (C31) (Jeong et al., 1999; Lian et al., 2012). Beide
Cysteine werden womoglich dafiir bendtigt, dass Ahpl seinen peroxidatischen Zyklus
durchlaufen kann (Abb. 6). Hierbei kommt es nach Oxidation des C62 zur Bildung eines
Homodimers, das anschlieBend durch das cytosolische Thioredoxinsystem wieder reduziert
wird (Iwai efal., 2010). Durch seinen peroxidatischen Zyklus ist Ahpl in der Lage,

organische Peroxide direkt zu reduzieren. Doch neuere Untersuchungen deuten darauf hin,
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dass das Peroxiredoxin vermutlich noch auf einem weiteren Weg zur oxidativen Stressantwort
beitragen kann. So wurde gezeigt, dass Ahpl bei oxidativem Stress mit Yap2 interagiert (Iwai
et al., 2010). Yap2 ist ein Transkriptionsfaktor, der vermutlich ebenfalls an der Abwehr von
oxidativem Stress beteiligt ist (Bossier et al., 1993; Wu et al., 1993). Dementsprechend
zeichnen sich Hefemutanten, deren YAP2-Gen deletiert ist, durch eine erhohte H,O,- oder
t-BOOH-Sensitivitdt aus (Stephen et al., 1995; Iwai et al., 2010). Dariiber hinaus konnte eine
t-BOOH-abhidngige Akkumulation von Yap2 im Zellkern nachgewiesen werden (Bilsland
et al., 2004). Diese induzierte Akkumulation trigt vermutlich dazu bei, dass Yap2-abhéngige
Gene aktiviert werden, die an der oxidativen Stressantwort beteiligt sind. Doch der genaue
Mechanismus, der zur Anreicherung von Yap2 im Zellkern fiihrt, ist bisher unklar. Beim
Transkriptionsfaktor Yapl, der strukturell dhnlich aufgebaut ist wie Yap2, kommt es bei
oxidativem Stress zur Oxidation von spezifischen Cysteinresten, die darauthin
intramolekulare Disulfidbriicken aufbauen (Delaunay efal, 2000, 2002). Durch diese
Disulfidbriicken wird die Struktur des Yapl so verdndert, dass ein Kernexportsignal nicht
mehr zuginglich ist und daraufhin eine Anreicherung des Transkriptionsfaktors im Nukleus
erfolgt. Vermutlich findet die Yap2-Akkumulation im Zellkern iiber einen vergleichbaren
Mechanismus statt. Hierbei spielt Ahpl wahrscheinlich eine wichtige Rolle. Durch in vitro-
und in vivo-Untersuchungen wurde gezeigt, dass Ahpl nicht nur die Oxidation von Yap2
vermittelt, sondern auch am Aufbau von intramolekularen Disulfidbriicken im
Transkriptionsfaktor beteiligt ist (Iwai et al, 2010). Darliber hinaus wurde ebenfalls
nachgewiesen, dass Ahpl fiir die t-BOOH-induzierte Expression von Yap2-Zielgenen
bendtigt wird. Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die Aktivierung von Yap?2 bei
oxidativem Stress durch Ahpl vermittelt wird. Dementsprechend scheint Ahpl neben seiner
eigentlichen Funktion als Peroxiredoxin noch eine Signalfunktion in Hefe zu haben.

Obwohl Urml verschiedene Proteine modifizieren kann, stellt Ahpl bisher das einzige
bekannte Urmylierungssubstrat in Hefe dar (Goehring et al., 2003a). Durch die Analyse von
ahp-Punktmutanten wurde gezeigt, dass das Peroxiredoxin am Lysin an Position 32 (K32)
durch Urml modifiziert wird (Abb. 6) (Vander Veen efal, 2011). Somit erfolgt eine
Modifikation von Ahpl direkt neben dem C31. Dies konnte ein Hinweis dafiir sein, dass sich
die Urmylierung auf den peroxidatischen Zyklus von Ahpl auswirkt. Trotzdem ist es ebenso
moglich, dass auch die vermutete Signalfunktion von Ahpl durch die Urml-Konjugation
beeinflusst wird. Weiterfilhrende Untersuchungen, die den Einfluss der Urmylierung auf

beide Ahpl-Funktionen betrachten, wurden bisher jedoch nicht durchgefiihrt.
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Abbildung 6: Ahp1 trigt vermutlich auf zwei Wegen zur oxidativen Stressantwort bei.

Uber seinen peroxidatischen Zyklus kann Ahpl Alkylhydroperoxide (ROOH) direkt reduzieren. Hierbei kommt
es zur Oxidation des peroxidatischen Cysteins (C62), wodurch dessen Thiolgruppe (-SH) zu einem
Sulfensédurerest (-SOH) umgesetzt wird. Durch Reaktion des oxidierten C62 mit dem resolving Cystein (C31)
eines weiteren Ahpl-Monomers kommt es zum Aufbau einer intermolekularen Disulfidbriicke. Dies fiihrt zur
Bildung eines Homodimers, das anschlieBend durch das cytosolische Thioredoxinsystem wieder reduziert wird.
Es wird vermutet, dass Ahpl ebenfalls an der Aktivierung des Transkriptionsfaktors Yap2 beteiligt ist.
Womoglich kommt es hierbei nach Oxidation des Ahpl zurm Aufbau einer intermolekularen Disulfidbriicke mit
Yap2. Durch die Ubertragung der Disulfidbriicke auf Yap2 erfolgt vermutlich eine Akkumulation des
Transkriptionsfaktors im Zellkern. Dies fiihrt zur Aktivierung von Genen (z.B. FRM2 und HSPS2), die
wahrscheinlich zur oxidativen Stressantwort beitragen. Ahpl kann durch Urml am Lysin an Position 32 (K32)
modifiziert werden. Hierbei ist jedoch unbekannt, wie der Oxidationsstatuts von Ahpl dessen Urmylierung
beeinflusst. Ebenso wenig wurde bisher untersucht, wie sich die Urml-Konjugation auf eine der beiden

moglichen Ahpl-Funktionen auswirkt.
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1.7 Zielstellung der Arbeit

Urml ist ein bifunktionales UBL, das als Schwefeltrdger an der tRNA-Thiolierung beteiligt
ist und als posttranslationaler Modifikator die Urmylierung von Proteinen vermittelt
(Furukawa et al., 2000; Nakai et al., 2008; Leidel etal., 2009; Noma efal., 2009).
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass die Urml-abhingige tRNA-
Thiolierung wichtig ist, damit in eukaryotischen Zellen eine effiziente Translation erfolgt
(Rezgui et al., 2013; Nedialkova und Leidel, 2015). Doch im Unterschied hierzu ist die
Bedeutung der Urmylierung immer noch unbekannt. Neuere Befunde zeigen, dass oxidativer
Stress die Urm1-Konjugation induziert (Van der Veen et al., 2011). Demzufolge konnte die
Urmylierung Teil der oxidativen Stressantwort sein. Dies wird auch dadurch unterstiitzt, dass
das Peroxiredoxin Ahpl in Hefe urmyliert vorliegt (Goehring ef al., 2003a). Um zu
iiberpriifen, ob die Urmylierung an der oxidativen Stressantwort beteiligt ist, sollte die Urm1-
Konjugation an Ahpl nédher untersucht werden. Hierbei sollte auch geklirt werden, wie sich
die Urmylierung auf eine der beiden mdglichen Ahp1-Funktionen auswirkt.

Des Weiteren sollten im Rahmen dieser Arbeit weitere Urml-Zielproteine in Hefe
identifiziert werden. So ist in S. cerevisiae bisher nur Ahpl als Urml-Substrat bekannt
(Goehring et al., 2003a). Durch den Nachweis neuer Urml-Zielproteine sollten weitere
physiologische Prozesse aufgezeigt werden, die die Urmylierung moglicherweise beeinflussen
kann.

Nicht nur die Bedeutung der Urmylierung ist bisher unbekannt. Auch der Mechanismus, der
zur Urm1-Konjugation fiihrt, ist weitestgehend unklar. Es ist bekannt, dass nicht nur fiir die
tRNA-Thiolierung, sondern auch fiir die Urmylierung die Bildung eines Urml-
Thiocarboxylats erforderlich ist (Leidel et al., 2009; Noma et al., 2009; Van der Veen et al.,
2011). Demnach wird die Urmylierung vermutlich durch denselben Schwefeltransferweg
vermittelt, der auch zur tRNA-Thiolierung beitrdgt. Doch weiterfiihrende Untersuchungen,
die diese Vermutung bestdtigen, wurden bisher nicht durchgefiihrt. Dementsprechend sollte
eine Beteiligung dieses Schwefeltransferwegs an der Urmylierung iiberpriift werden. In
diesem Zusammenhang sollte ebenfalls untersucht werden, wie das El-dhnliche Uba4 zur
Urm1-Aktivierung beitragt.

Dariiber hinaus sollte auch eine mogliche Konservierung beider Urml-Funktionen in
Eukaryoten tiberpriift werden. Wéhrend eine Konservierung der Schwefeltragerfunktion von
Urml bereits demonstriert wurde, konnte dies fiir die Urmylierung bisher nicht nachgewiesen
werden (Nakai ef al., 2012). Dementsprechend sollte untersucht werden, ob Urml in Hefe

durch sein humanes Homolog funktional ersetzt werden kann.
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2. Ergebnisse

2.1 Analyse der Urmylierung in Hefe

Urml ist ein bifunktionales Ubiquitin-dhnliches Protein. Zum einen agiert es als
Schwefeltrager, der im Zusammenspiel mit anderen Proteinen die Thiolierung des wobble-
Uridins der tRNAs tQ"YS, tEYY und tK""Y vermittelt (Nakai et al., 2008; Leidel et al., 2009;
Noma et al., 2009). Zum anderen kann es dhnlich dem Ubiquitin als posttranslationaler
Proteinmodifikator fungieren und kovalent mit anderen Proteinen konjugieren (Furukawa
et al., 2000; Van der Veen et al., 2011). Dieser Prozess der Proteinmodifikation durch Urm1
wird als Urmylierung bezeichnet. Obwohl nachgewiesen wurde, dass die Urmylierung in Hefe
und im Menschen durch oxidativen Stress induziert werden kann, ist nicht bekannt, welche
Bedeutung die Modifikation von Zielproteinen durch Urm1 hat (Van der Veen et al., 2011).
So wurden zwar fiir Hefemutanten mit einer URMI-Deletion verschiedene Phédnotypen
beschrieben, diese scheinen jedoch alle auf das Fehlen der tRNA-Thiolierung zuriickzugehen
(Fichtner et al., 2003; Goehring et al., 2003a, 2003b; Leidel et al., 2009). Demnach sind
weitere  Untersuchungen notwendig, um die Bedeutung der Urmylierung als

posttranslationalen Modifikationsweg aufzukliren.

2.1.1 Nachweis der Urmylierung mittels EMSA

In friheren Arbeiten konnte die Konjugation von Urml an andere Proteine mittels
electrophoretic mobility shift assay (EMSA) nachgewiesen werden (Furukawa et al., 2000;
Goehring et al., 2003a; Goehring et al., 2003b; Van der Veen et al., 2011). Hierfiir wurden
meist modifizierte Varianten des Urml-Proteins verwendet, die an ithrem N-Terminus ein
zusdtzliches Epitop trugen. Um die Urmylierung in Hefe mit dieser Methode néher
untersuchen zu konnen, wurde daher eine Urm1-Variante erzeugt, die mit einem N-terminalen
TAP-Epitop versehen war.

Das resultierende TAP-Urm1 wurde phénotypisch auf seine Funktionalitit in Hefe liberpriift.
Hierfiir wurde untersucht, ob sich die Sensitivitit einer urmlIA-Mutante gegeniiber dem
TOR-Inhibitor Rapamycin durch Einbringen des 7AP-URMI-Gens supprimieren ldsst. Wie
bereits von Leidel et al. (2009) gezeigt, fiihrte eine Uberexpression der hypomodifizierten
tRNAs tQ"Y° tEVYC und tK""Y zu einer Suppression der Rapamycinsensitivitit des urmlA-
Stamms (Abb. 7A). Dementsprechend kann davon ausgegangen werden, dass der Phédnotyp

dieser Mutante nicht auf ausbleibender Urmylierung, sondern auf fehlender tRNA-
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Thiolierung beruht. Eine Suppression der Rapamycinsensitivitit durch TAP-Urml wiirde
daher auf eine Wiederherstellung der tRNA-Thiolierung im wurmlIA-Stamm hindeuten.
Tatsdchlich supprimierte 7AP-URM1 die Rapamycinsensitivitdt der urm/A-Mutante. Da das
TAP-URMI-Gen jedoch unter der Kontrolle eines Galaktose-induzierbaren Promotors stand,
erlaubte es nur auf Galaktose-haltigem Medium eine erhohte Resistenz gegeniiber Rapamycin
(Abb. 7B). Auf Glukose-haltigem Medium war keine Suppression des Phénotyps
nachweisbar. Interessanterweise zeigten urmIA-Mutanten, die entweder das TAP-URM1 oder
HA-URM] exprimierten, eine vergleichbare Resistenz gegeniiber Rapamycin auf Galaktose-
haltigem Medium. Demnach scheint TAP-Urml ebenso funktional zu sein, wie eine
HA-Epitop-markierte Variante des Modifikators, die bereits in fritheren Studien zur Analyse

der Urmylierung in Hefe verwendet wurde (Furukawa et al., 2000).

Rapamycin
Kontrolle 5nM 10 nM

serielle Zellverdiinnung

Glukose Galaktose—
Kontrolle 10 nM Rapa. Kontrolle 10 nM |

—urmiA—

serielle Zellverdiinnung

Abbildung 7: Verlust von URM!1 fiihrt zu einer erhéhten Rapamycinsensitivitit.

A) Durch Uberexpression der hypomodifizierten tRNAs tQ"C, EYC und K" (tQEK) wird die
Rapamycinsensitivitit einer wurmlIA-Mutante supprimiert. B) Nach Galaktose-induzierter TAP-URMI-
Expression zeigt sich eine erhdhte Rapamycinresistenz des urm/A-Stammes. Wahrend das Plasmid-kodierte
TAP-URMI-Gen unter der Kontrolle des Galaktose-induzierbaren GALI-Promotors stand, erfolgte die
Expression von HA-URM1 iiber den urspriinglichen URM -Promotor, der auf Glukose- und Galaktose-haltigem
Medium aktiv ist. Serielle Verdiinnungen der dargestellten Stimme wurden auf Vollmedium aufgetropft,
welches unterschiedliche Konzentrationen an Rapamycin enthielt. Die Inkubation erfolgte fiir 3 (A) bzw. 4 (B)
Tage bei 30°C.
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Die phénotypischen Tests deuteten darauf hin, dass TAP-Urml in der Lage ist, tRNA-
Thiolierung zu vermitteln. Um zu zeigen, dass es auch Urmylierung erlaubt, wurde die
Proteinmodifikation durch TAP-Urml mittels EMSA untersucht. Hierflir erfolgte eine
Proteinextraktion aus der mit 7AP-URMI transformierten urmlA-Mutante. Die Extraktion
fand dabei in An- und Abwesenheit des Isopeptidaseinhibitors N-Ethylmaleimid (NEM) statt.
NEM hemmt Ubiquitin-dekonjugierende Enzyme und wurde dariiber hinaus als Stabilisator
von Urml-Konjugaten nachgewiesen (Goehring et al., 2003a, 2003b). In der Tat konnte
dessen stabilisierende Wirkung auf die TAP-Urm1-vermittelte Urmylierung bestitigt werden.
Wenn NEM wihrend der Proteinextraktion fehlte, war in einem o-TAP-Western Blot nach
kurzer Belichtung des Films nur freies TAP-Urml (ca. 35 kDa) detektierbar (Abb. 8). War
jedoch NEM vorhanden, konnte ein zusitzliches ca. 55 kDa grofes TAP-Urm1-Konjugat
nachgewiesen werden. Weiterhin zeigte eine lingere Belichtung des a-TAP-Immunoblots,
dass nach Proteinextraktion mit NEM wesentlich mehr Urmylierungsbanden sichtbar waren.

Zusammenfassend bestitigen diese Ergebnisse die Funktionalitit des TAP-Urml. Da es
kovalent andere Proteine modifiziert, scheint es flir weiterfiihrende Untersuchungen der

Urmylierung in Hefe geeignet zu sein.
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2.1.2 Urml bildet B-Mercaptoethanol-sensitive Konjugate

Es wurde gezeigt, dass das Peroxiredoxin Ahpl an einem Lysinrest durch Urm1 modifiziert
wird (Van der Veen et al., 2011). Auf diesem Befund beruht die Annahme, dass die kovalente
Proteinmodifikation durch Urml unter Ausbildung einer Isopeptidbindung stattfindet
(Abb. 9). Da fiir die Urml-Aktivierung der Einbau eines Schwefelatoms in Form eines
Thiocarboxylats notwendig zu sein scheint, wurde vermutet, dass der Modifikator ebenfalls an
Cysteinreste in Zielproteinen angehingt werden kann (Leidel et al., 2009). Solch eine
kovalente Modifikation konnte dabei zur Ausbildung von Thioester- oder
Acyldisulfidbindungen fiihren, die im Gegensatz zu Isopeptidbindungen sensitiv gegeniiber
reduzierenden Chemikalien wie DTT oder B-Mercaptoethanol (BME) sind (Abb.9). In
menschlichen Zellen zeigte sich aber, dass das humane Urm1-Homolog keine DTT-sensitiven
Konjugate bildet (Van der Veen ef al., 2011). Demnach scheint eine kovalente Modifikation
von Cysteinresten wihrend der Urmylierung nicht moglich zu sein. Bisher wurden jedoch

keine Untersuchungen durchgefiihrt, die diesen Befund auch fiir das Urmylierungssystem in

Hefe bestétigen.
Acgldcilsu'fid' Abbildung 9: Darstellung moglicher
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Dementsprechend wurde tiberpriift, ob es in einem mit 7AP-URM1 komplementierten urmiA-
Stamm zur Bildung von NEM-stabilisierten Urm1-Konjugaten kommt, die sensitiv gegeniiber
BME sind. Tatsédchlich zeigte sich im a-TAP-Western Blot, dass ohne PME-Behandlung der
Proteinextrakte (nicht-reduzierend) mehr Urml-Konjugate nachweisbar waren als mit
Behandlung der Proben (reduzierend) (Abb. 10). So war beispielsweise unter nicht-
reduzierenden Bedingungen ein prominentes, ca. 100 kDa grofles Urmylierungssignal

nachweisbar, das unter reduzierenden Bedingungen nicht detektiert werden konnte.
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Interessanterweise war die Bildung der BME-resistenten und -sensitiven Konjugate abhéngig
vom C-terminalen Glycin des Urml und von Uba4, da die entsprechenden
Urmylierungssignale sowohl in einem wurmlIA-Stamm, transformiert mit 7AP-URMIAG, als
auch in einem uba4A-Hintergrund nicht nachweisbar waren. Demnach ist wahrscheinlich
derselbe Aktivierungsmechanismus flir den Aufbau von BME-resistenten und -sensitiven
Urm1-Konjugaten notwendig.

Insgesamt widersprechen diese Befunde den Beobachtungen zur Urmylierung in
menschlichen Zellen, da die Bildung von PBME-sensitiven Urml-Konjugaten in Hefe
nachgewiesen werden konnte. Demzufolge ist Urml womdglich auch in der Lage,

Cysteinreste in Zielproteinen zu modifizieren.
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Abbildung 10: In Hefe kommt es zur Bildung von PME-sensitiven Urm1-Konjugaten.

Aus einem urmIA-Stamm, transformiert mit TAP-URM1 oder TAP-URMIAG, und aus einer urmlAuba4A-
Mutante, die das TAP-URM] enthielt, wurden Proteine extrahiert. Die Extrakte wurden unter reduzierenden
oder nicht-reduzierenden Bedingungen (mit oder ohne BME) aufbereitet, bevor die NEM-stabilisierte
Urmylierung mittels EMSA {iberpriift wurde. Durch einen o-TAP-Western Blot wurde die Bildung von
TAP-Urml-Konjugaten nachgewiesen, wihrend parallel auch eine a-Cdcl9-Detektion stattfand
(Ladekontrolle). Durch ein Sternchen (*) ist eine modifizierte Form des TAP-Urml hervorgehoben, die

unabhingig vom C-terminalen Glycin des Modifikators oder unabhidngig von Uba4 gebildet wurde.
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2.2 Die Urmylierung des Peroxiredoxins Ahpl

Es wird angenommen, dass die Urmylierung Teil der oxidativen Stressantwort sein konnte
(Goehring et al., 2003a; Van der Veen et al., 2011). Bisher konnten jedoch keine eindeutigen
Hinweise hierfiir geliefert werden. So ist zwar bekannt, dass Urm1 das Peroxiredoxin Ahpl
modifiziert, welches in Hefe an der Bekdmpfung von oxidativem Stress beteiligt ist (Lee
et al., 1999a; Goehring et al., 2003a; Van der Veen ef al., 2011). Trotzdem ist nicht klar, ob
diese Modifikation einen Einfluss auf die Funktion von Ahpl hat. Weiterfilhrende
Untersuchungen hierzu konnten daher neue Einblicke erlauben, welche Rolle die Urmylierung

wihrend der oxidativen Stressantwort spielt.

2.2.1 Ahpl wird als Monomer und Dimer durch Urm1 modifiziert

Bisherige Untersuchungen zur Urmylierung haben gezeigt, dass NEM vor allem die Urm1 -
Konjugation an das Peroxiredoxin Ahpl stabilisiert (Goehring et al., 2003a; Van der Veen
etal., 2011). Die prominente, ca. 55 kDa groe Urmylierungsbande, die in den vorherigen
Experimenten unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen detektiert werden
konnte (Abb. 8; Abb. 10), entsprach in ithrer GroBe tatsdchlich einem mdglichen Konjugat aus
TAP-Urml (ca. 32,8 kDa) und Ahpl (ca. 19,1 kDa).

Um dies zu bestétigen, wurde die NEM-stabilisierte Urmylierung mit TAP-Urm1 in einem
ahpIA- und AHPI-c-myc-Hintergrund untersucht. Unter reduzierenden Bedingungen fiihrte
der Verlust des Peroxiredoxins in einer ahplA—Mutante dazu, dass das urspriinglich im
WT-Hintergrund vorhandene Urmylierungssignal nicht mehr detektierbar war (Abb. 11). In
AHP1-c-myc-Zellen hatte jedoch die zusétzliche Epitop-Markierung des Ahpl zur Folge, dass
das entsprechende Konjugat elektrophoretisch weniger mobil war. Demnach bestdtigen diese
Ergebnisse, dass mit TAP-Urm1 ebenfalls eine Ahpl-Modifikation erfolgt. Interessanterweise
zeigte sich unter nicht-reduzierenden Bedingungen, dass auch die Bildung eines weiteren ca.
100 kDa groflen Urm1-Konjugats im ahpIA- und AHPI-c-myc-Hintergrund beeinflusst war.
So konnte das entsprechende Urmylierungssignal in einer ahplA-Mutante nicht mehr
detektiert werden, wéhrend es in einem AHPI-c-myc-Hintergrund nach oben verschoben war.
Demnach scheint es sich hierbei ebenfalls um eine urmylierte Form des Ahpl zu handeln, die

jedoch sensitiv gegeniiber BME ist.
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Abbildung 11: TAP-Urm1 modifiziert das Ahpl-Monomer und -Dimer.

Die NEM-stabilisierte Urmylierung mit TAP-Urm1 wurde entweder im WT-, im ahpIA- oder im AHPI-c-myc-
Hintergrund untersucht. Die Proteinextrakte aus diesen Stdmmen wurden unter reduzierenden oder nicht-
reduzierenden Bedingungen prépariert. Nach einer Auftrennung der Extrakte mittels SDS-PAGE erfolgte eine

Entwicklung der Western Blots mit spezifischen a-TAP- oder a-Cdc19-Antikorpern.

Es ist bekannt, dass der Aufbau von intermolekularen Disulfidbriicken die Bildung eines
Ahpl-Homodimers ermdglicht (Jeong et al., 1999; Lee et al., 1999a; Verdoucq et al., 1999).
Daher konnte es sich bei dem BME-sensitiven Urm1-Konjugat um ein urmyliertes Ahpl-
Dimer handeln und nicht, wie im vorherigen Abschnitt postuliert, um ein Protein, das
moglicherweise an einem Cysteinrest durch Urm1 modifiziert wurde (Abb. 10).

Zur Uberpriifung dieser Vermutung wurde zusitzlich die NEM-abhingige Ahp1-Modifikation
durch HA-Urml untersucht. Nach der Proteinextraktion aus einer mit HA-URMI
komplementierten urmlIA-Mutante war im o-HA-Western Blot ein ca. 37 kDa grof3es
Urmylierungssignal detektierbar, das mit oder ohne fME-Behandlung vorhanden war und in
seiner Grofle einem Konjugat aus HA-Urml (ca. 15,5 kDa) und Ahpl (ca. 19,1 kDa)
entsprach (Abb. 12). Wie zuvor in den Untersuchungen mit TAP-Urm1 konnte jedoch unter
nicht-reduzierenden Bedingungen eine weitere Bande nachgewiesen werden, die auf einer
Hohe von ca. 70 kDa lief. Beide Urmylierungssignale waren in einer ahplA—Mutante nicht
detektierbar, wohingegen die Migrationsgeschwindigkeiten der entsprechenden Banden in
einem AHPI-c-myc-Hintergrund verzogert waren. Demnach handelt es sich bei beiden
Konjugaten vermutlich um urmyliertes Ahpl. Obwohl die Ahpl-Dimerisierung unter nicht-

reduzierenden Bedingungen mittels a-Ahpl-Western Blot bestitigt werden konnte, lieBen sich
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die zuvor im a-HA-Immunoblot ermittelten, urmylierten Formen des Peroxiredoxins nicht
nachweisen (Abb. 12). Vermutlich ist dies darauf zuriickzufiihren, dass eine Modifikation
durch HA-Urml1 die Epitop-Bindung des Ahp1-spezifischen Antikorpers blockiert.

Trotzdem deuten die Ergebnisse zur Urmylierung mit TAP- oder HA-Urm1 darauf hin, dass
Ahpl nicht nur als Monomer, sondern auch als Dimer urmyliert wird. Interessanterweise
konnte dabei stets nur ein PME-sensitives Konjugat nachgewiesen werden, sodass es
vermutlich nur eine modifizierte Form des Dimers gibt. Abgeleitet vom Laufverhalten scheint
sich das urmylierte Homodimer hierbei aus zwei Ahpl-Proteinen zusammenzusetzen, die

jeweils durch ein Urm1 modifiziert sind.
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Abbildung 12: Auch mit HA-Urm1 zeigt sich eine Urmylierung des Ahp1-Monomers und -Dimers.

Die NEM-stabilisierte HA-Urm1-Konjugation wurde im WT-, im ahpIA- und im AHPI-c-myc-Hintergrund
untersucht. Nach Aufbereitung der Proteinextrakte unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen
erfolgte der Urmylierungsnachweis mittels EMSA unter Verwendung von a-HA-Antikérpern. Parallel fand

ebenfalls eine a-Ahpl- und a-Cdc19-Detektion statt.
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2.2.2 Das Cystein C62 ist im Gegensatz zum C31 essentiell fiir die Ahp1-Funktion

Ahpl ist ein aus 176 Aminosduren bestehendes Protein, das in Hefe vor allem an der
Reduktion von Alkylhydroperoxiden beteiligt ist (Jeong ef al., 1999; Lee et al., 1999a; Iwai
et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass der Lysinrest an Position 32 (K32) durch Urml
modifiziert wird (Van der Veen et al., 2011). Bisher wurde jedoch nicht untersucht, wie sich
eine Mutation dieses Lysins auf die Funktionalitit des Ahpl auswirkt. Obwohl beschrieben
ist, dass Ahpl als 2-Cys-Peroxiredoxin ein resolving Cystein (C31) und ein peroxidatisches
Cystein (C62) fiir die Reduktion von Alkylhydroperoxiden bendtigt, ist deren Bedeutung
bisher noch nicht phianotypisch iiberpriift wurden (Jeong et al., 1999; Lian et al., 2012). Daher
wurde untersucht, wie sich eine Mutation der genannten Aminosiurereste auf die Sensitivitét
gegeniiber t-BOOH auswirkt.

Es zeigte sich, dass die Mutation des K32 keinen Einfluss auf die Ahp1-Funktionalitit hat. So
war die t-BOOH-Sensitivitidt einer ahpIA-Mutante, die die ahpl-K32R-Substitution trug, im
Vergleich zu einer Mutante, die mit WT-4HP1 komplementiert war, unverdandert (Abb. 13A).
Ahnlich verhielt es sich auch in einer yaplAahplA-Doppelmutante. Durch die zusitzliche
Deletion des YAPI-Gens, welches flir einen an der oxidativen Stressantwort beteiligten
Transkriptionsfaktor kodiert, ist dieser Stamm im Vergleich zu einer ahplA-Mutante
t-BOOH-hypersensitiv (Harshman et al., 1988; Hirata et al., 1994; Kuge und Jones, 1994; Wu
und Moye-Rowley, 1994). Demnach sollten sich leichte Unterschiede in der Funktionalitit
der ahpl-Punktmutanten in diesem Stammhintergrund besser nachweisen lassen. Die
ahpl-K32R- und AHPI-Transformante zeigten jedoch ein vergleichbares Wachstum auf
t-BOOH (Abb. 13B). Somit sind das K32 und womdglich auch die daran stattfindende
Urmylierung nicht entscheidend fiir die Detoxifikation von t-BOOH durch Ahpl. Auch
allgemein scheint Urm1 keine Rolle bei der Entgiftung von t-BOOH zu spielen, da eine
ahpIA- und ahp IAurmIA-Mutante komplementiert mit AHPI eine vergleichbare Sensitivitit
gegeniiber dem Peroxid vorwiesen.

Wie erwartet, beeinflussten die Mutationen am C31 und C62 die Funktionalitit des Ahpl.
Nach dem Einbringen der ahp1-C31S- oder ahp1-C62S-Substitutionen in eine ahp /A-Mutante
konnte fiir beide Transformanten eine erhohte t-BOOH-Sensitivitit nachgewiesen werden
(Abb. 13A). Da eine Leervektortransformante eine vergleichbare t-BOOH-Sensitivitat
aufwies, deutete dies darauf hin, dass eine Mutation der Cysteine zu einem vollstdndigen
Verlust der Ahp1-Aktivitét fiihrt. In einem yapIAahpIA-Hintergrund zeigte sich jedoch, dass
mit ahpl-C31S eine leicht erhohte Resistenz gegeniiber t-BOOH vorhanden war (Abb. 13B).
Ebenso verhielt es sich mit ahpl-C31S/K32R. Im Gegensatz dazu war das ahpl-C62S nicht in
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der Lage, eine Verbesserung der t-BOOH-Resistenz in der yaplAahpIA-Doppelmutante zu
vermitteln. Demnach haben beide Cysteinreste einen unterschiedlich starken Einfluss auf die
Ahpl-Funktionalitit. Dabei scheint das C62 im Gegensatz zum C31 essentiell fiir die
Aktivitdt des Peroxiredoxins zu sein. Dies wird auch dadurch deutlich, dass die Mutation
beider Cysteine (ahpl-C31S/C62S) ebenfalls zu einem vollstindigen Funktionsverlust fiihrt

(Abb. 13C). Somit geht die nach der Mutation des C31 immer noch vorhandene Restaktivitét
des Ahpl auf das C62 zuriick.
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Abbildung 13: Phiinotypische Analyse verschiedener ahpI-Punktmutanten.

A) Der Verlust des K32 hat keinen Einfluss auf die Ahpl-Funktionalitit. B) Die Mutation des C31
fithrt zu einer stark verminderten Ahp1-Aktivitdt. C) Das C62 ist essentiell fiir die Funktionalitdt des
Peroxiredoxins. Die Gene der verschiedenen ahpl-Punktmutanten wurden in eine ahplA- oder
yaplAahplA-Mutante eingebracht. Von den Transformanten wurden serielle Verdiinnungen erstellt.
Diese wurden auf Vollmedium mit unterschiedlichen t-BOOH-Konzentrationen getropft. Die

Inkubation erfolgte fiir 2 Tage bei 30°C.
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2.2.3 Fiir die Urmylierung von Ahp1l wird das Cystein C62 benotigt

Die phanotypischen Tests auf t-BOOH demonstrierten, dass die Mutation des K32 nicht zu
einer Einschrinkung der Ahpl-Funktionalitdt fiihrt. Um zu verifizieren, ob dieser Lysinrest
essentiell fiir die Ahpl-Urmylierung ist, wurde liberpriift, wie sich eine Mutation des K32 auf
die Modifikation des Peroxiredoxins auswirkt. Ebenso wurde untersucht, wie der Verlust des
C31 oder C62 die Urm1-Konjugation an Ahpl beeinflusst. Durch das Zusammenspiel beider
Cysteinreste kann Ahpl seinen peroxidatischen Zyklus durchlaufen, bei dem es zur Reduktion
von Alkylhydroperoxiden kommt (Jeong et al., 1999; Lian et al., 2012). Wihrend dieses
Zyklus konnen zwei Ahpl-Monomere durch den Aufbau einer intermolekularen
Disulfidbriicken zwischen dem C31 und C62 ein Homodimer bilden. Die zuvor
nachgewiesene Modifikation des Dimers durch Urm1 war ein Indiz dafiir (Abb. 11; Abb. 12),
dass die Urmylierung in den peroxidatischen Zyklus eingreifen konnte.

Zur Untersuchung der Modifikation der ahpl-Punktmutanten wurden die entsprechenden
Gene zusammen mit HA-URMI in einen urmlAahplA-Stamm eingebracht. Die NEM-
stabilisierte Urmylierung wurde unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen
analysiert. Wie im a-Ahpl-Western Blot zu sehen war, hatte die Mutation des K32 keinen
Einfluss auf die Dimerisierung des Peroxiredoxins (Abb. 14). Uberraschenderweise zeigte
sich jedoch im a-HA-Immunoblot, dass nach Verlust des Lysins weiterhin eine verminderte
Urmylierung des ahp1-K32R-Monomers und -Dimers moglich war. Dies ldsst den Schluss zu,
dass es im Ahpl womdglich noch einen weiteren Lysinrest gibt, der alternativ durch Urml
modifiziert werden kann, wenn das K32 fehlt.

Wie erwartet, fiihrte die Mutation des C31 und des C62 dazu, dass keine Dimerisierung des
Peroxiredoxins mehr stattfand. Es konnte aber festgestellt werden, dass weiterhin eine
Urmylierung des ahp1-C31S oder ahp1-C31S/K32R erfolgte, wahrend diese fiir ahp1-C62S
nicht mehr vorhanden war. Demnach scheint das C62 im Gegensatz zum C31 essentiell flir
die Ahpl-Modifikation zu sein. Uber das katalytische C62 erfolgt die Reduktion von
Alkylhydroperoxiden, indem der Thiolrest des Cysteins zu einem Sulfensdurerest oxidiert
wird (Jeong et al., 1999; Lian et al., 2012). Die Abhéngigkeit der Ahpl-Urmylierung von
diesem Cystein, konnte daher ein Hinweis dafiir sein, dass der Oxidationsstatus des

Peroxiredoxins die Modifikation durch Urm1 beeinflusst.
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Abbildung 14: Der Verlust des C62 fiihrt zu einem Ausbleiben der Ahp1-Urmylierung.

Die NEM-stabilisierte Konjugation von HA-Urml an verschiedene ahpl-Punktmutanten wurde unter
reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen untersucht. Die Detektion der Immunoblots erfolgte mit
a-HA-, o-Ahpl- und a-Cdcl19-Antikorpern. Um die modifizierten und unmodifizierten Varianten der

unterschiedlichen ahp1-Punkmutanten iibersichtlich darzustellen, sind die Mutanten als ahlp* zusammengefasst.

2.2.4 Die Mutation des Cysteins C31 stabilisiert die Ahp1-Urmylierung

Zusitzlich zur NEM-stabilisierten Urmylierung der ahp1-Punktmutanten wurde {iberpriift, ob
sich deren Modifikation durch Urml auch in Abwesenheit des Isopeptidaseinhibitors
nachweisen ldsst. Wie bereits in dieser Arbeit bestétigt wurde, stabilisiert NEM die Urml-
Konjugation an Ahpl. So konnte kein urmyliertes Peroxiredoxin nachgewiesen werden, wenn
NEM wihrend der Proteinextraktion fehlte (Abb. 8). Daher wurde vermutet, dass eine
Urmylierung der Punktmutanten in Abwesenheit von NEM wahrscheinlich nicht nachweisbar
ist.

Wie erwartet, konnte im o-HA-Western Blot kein urmyliertes Ahpl detektiert werden und
auch fiir die K32R- oder C62S-Mutante lie} sich eine Modifikation durch HA-Urm1 nicht
zeigen (Abb. 15A). Interessanterweise war jedoch urmyliertes ahpl-C31S nachweisbar.
Demnach wird die Urmylierung des Peroxiredoxins durch die C31S-Mutation NEM-
unabhéngig stabilisiert. Fiir das ahpl1-C31S/K32R erfolgte ebenfalls eine Modifikation in
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Abwesenheit von NEM, welche aber im Vergleich zur der des ahp1-C31S vermindert war.
Diese Reduktion in der Urmylierungseffizienz ist ein Indiz dafiir, dass die NEM-unabhéngige
Modifikation der C31S-Mutante auch am K32 stattfindet und dass Urm1 nach dem Verlust
des Lysins an einen alternativen Rest angehidngt werden kann. Ebenso ist das C62 essentiell
fiir die Urmylierung in Abwesenheit von NEM. So konnte urmyliertes ahp1-C31S/C62S nicht
nachgewiesen werden (Abb. 15B). Somit scheint auch die hier gezeigte NEM-unabhéngige

Urmylierung vom Oxidationsstatus des Peroxiredoxins abzuhdngen.
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Abbildung 15: Untersuchung einer NEM-unabhiingigen Urmylierung der ahp1-Punktmutanten.

A) Durch Mutation des C31 wird die Urm1-Konjugation stabilisiert. B) Fiir die NEM-unabhéngige Urmylierung
des Peroxiredoxins wird das C62 benétigt. Aus den angegeben Stimmen wurden Proteine extrahiert. Dabei
erfolgte die Extraktion in Abwesenheit von NEM unter reduzierenden Bedingungen. Der Nachweis der
HA-Urml1-Konjugation an die ahpl-Punktmutanten fand mittels EMSA unter Verwendung von o-HA-
Antikorpern statt. Zusitzlich wurde ebenfalls eine a-Ahpl- und a-Cdc19-Detektion durchgefiihrt. Die ahpl-
Punkmutanten sind als ahpl* zusammengefasst, um eine ibersichtlichere Darstellung der verschiedenen

modifizierten und unmodifizierten Varianten zu ermoglichen.
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2.2.5 t-BOOH hemmt die Urmylierung des Ahpl-Monomers und —Dimers

Wie sich auch in den vorherigen phinotypischen Tests zeigte (Abb. 13), wird Ahp1 fiir die
Entgiftung des Alkylhydroperoxids t-BOOH bendétigt (Jeong et al., 1999; Lee et al., 1999a;
Iwai etal., 2010). Es wird vermutet, dass die Reduktion von t-BOOH iiber den
peroxidatischen Zyklus des Ahpl erfolgt (Jeong et al., 1999; Lian et al., 2012). So konnte
eine Induktion der Dimerisierung des Peroxiredoxins nach t-BOOH-Behandlung von
Hefezellen festgestellt werden (Iwai et al., 2010). Gleichzeitig scheint das Peroxid aber auch
die Ahpl-Urmylierung zu hemmen, da diese in t-BOOH-behandelten Hefezellen nicht mehr
vorhanden war (Goehring et al., 2003a). Demnach lésst sich vermuten, dass die t-BOOH-
induzierte Dimerisierung des Ahpl mit einer Dekonjugation von Urm1 einhergeht.

Um diese Vermutung zu belegen, wurde iiberpriift, wie sich t-BOOH auf die Urmylierung und
Dimerisierung von Ahpl auswirkt. Hierfiir wurde ein urm/A-Stamm, der das HA-URM]1 trug,
mit unterschiedlichen t-BOOH-Konzentrationen behandelt. Im o-HA-Western Blot war eine
Abnahme der NEM-stabilisierten Urmylierung des Ahpl-Monomers und —Dimers mit
steigender t-BOOH-Konzentration erkennbar (Abb. 16). Diese ging so weit, dass keine Ahp1-
Modifikation in den hoheren Konzentrationen nachweisbar war. Somit bestitigt dies, dass
t-BOOH die Ahpl-Urmylierung hemmt. Erstaunlicherweise korrelierte die abnehmende
Urmylierung jedoch nicht mit einer zunehmenden Ahpl-Dimerisierung. So war im a-Ahpl-
Immunoblot zu sehen, dass kein Dimer mehr vorhanden war, wenn die Zellen mit hoheren
t-BOOH-Konzentrationen behandelt wurden.

Demnach scheint t-BOOH den Oxidationsstatus des Ahp1 so zu verdndern, dass es nicht mehr

dimerisieren kann. Dies konnte sich auch auf die Urmylierung des Peroxiredoxins auswirken.
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Abbildung 16: Die Urmylierung und Dimerisierung von Ahp1 wird durch t-BOOH gehemmt.

Ein urmIA-Stamm, der HA-URM] enthielt, wurde fiir 5 min mit unterschiedlichen t-BOOH-Konzentrationen
behandelt. Der Einfluss von t-BOOH auf die NEM-stabilisierte HA-Urml-Konjugation wurde unter
reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen untersucht. Ebenso fand eine Analyse der Ahpl-
Dimerisierung statt. Die Western Blots wurden dementsprechend mit a-HA-, o-Ahpl- sowie a-Cdcl9-

Antikodrpern entwickelt.

2.2.6 t-BOOH hemmt die NEM-unabhiingige Modifikation von ahp1-C31S nicht

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sich eine Urmylierung des ahp1-C31S in Abwesenheit
des Isopeptidaseinhibitors NEM nachweisen ldsst (Abb. 15). Es wurde untersucht, wie sich
t-BOOH auf die NEM-unabhéngige Modifikation des mutierten Peroxiredoxins auswirkt.

Interessanterweise hatte t-BOOH keinen Einfluss auf die NEM-unabhédngige Urmylierung des
ahp1-C31S (Abb. 17). Es zeigte sich, dass die Modifikation des mutierten Peroxiredoxins
auch mit steigender Konzentration des Peroxids unveréndert blieb. Demnach ist das Urm1-

Konjugat, das durch die Mutation des C31 stabilisiert wird, t-BOOH-resistent.
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Abbildung 17: t-BOOH hat keinen Einfluss auf die NEM-unabhéngige Urmylierung von ahp1-C31S.

Ein urmIAahplA-Stamm, transformiert mit H4-URMI und ahpl-C31S, wurde fiir 5 min mit unterschiedlichen
t-BOOH-Konzentrationen behandelt. Die NEM-unabhidngie Urmylierung des ahpl-C31S wurde unter
reduzierenden Bedingungen iiberpriift. Die Detektion der Western Blots erfolgte mit a-HA-, a-Ahpl- und
a-Cdc19-Antikdrpern. Mit einem Sternchen (¥) ist ein weiteres HA-Urml-Konjugat hervorgehoben, dessen

Bildung durch t-BOOH induziert wurde.

2.2.7 Der Verlust des Thioredoxinsystems beeinflusst die Ahp1-Urmylierung

Die bisherigen Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die Ahpl-Urmylierung mit dem
peroxidatischen Zyklus des Peroxiredoxins verkniipft sein konnte. Die Auflosung des Ahpl-
Homodimers wéhrend dieses Zyklus erfolgt iiber das cytosolische Thioredoxinsystem (Iwai
et al., 2010; Lian et al., 2012). Dieses System, welches die zwei Thioredoxine Trx1 und Trx2,
sowie die Thioredoxin-Reduktase Trrl umfasst, konnte demnach auch einen Einfluss auf die
Ahpl-Modifikation haben. Daher wurde untersucht, wie sich die Mutation einzelner
Komponenten des Thioredoxinsystems auf die Ahp1-Urmylierung auswirkt.

Es zeigte sich, dass die NEM-stabilisierte Modifikation des Ahpl-Monomers und —Dimers
durch eine zusitzliche trx/A- oder trx2A-Mutation unbeeinflusst war (Abb. 18). Ebenso blieb
auch die Dimerisierung des Peroxiredoxins in diesen Mutanten im Vergleich zum WT-
Hintergrund unveridndert. Im Gegensatz dazu war die Ahpl-Dimerisierung in einem

trxIAtrx2A- oder trrIA-Hintergrund verstirkt. Dariliber hinaus war in beiden Mutanten nicht
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nur generell mehr Ahpl vorhanden, es konnte auch ein schneller migrierendes Ahp1-Signal
nachgewiesen werden. Dies konnte entweder auf einen Abbau oder auf eine verstirkte
negative Ladung des Peroxiredoxins hindeuten. Dariiber hinaus konnte in beiden
Mutantenhintergriinden eine Abnahme in der Urmylierung des Ahpl-Monomers und -Dimers
festgestellt werden. Somit scheint ein Verlust des cytosolischen Thioredoxinsystems die

Ahp1-Modifikation zu hemmen.
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Abbildung 18: Das Thioredoxinsystem wird fiir eine effiziente Ahp1-Modifikation benétigt.

Die NEM-stabilisierte Konjugation von HA-Urm1 an Ahpl wurde in einem trx/A-, trx2A-, trxIAtrx2A- und
trrIA-Hintergrund untersucht. Die Analyse der Ahpl-Urmylierung in den verschiedenen Mutanten erfolgte unter
reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen. Die Immunoblots wurden mit spezifischen a-HA-,
a-Ahpl- und a-Cdc19-Antikdrpern entwickelt. Ein schneller migrierendes Ahpl-Signal ist durch ein Sternchen

(*) hervorgehoben.

2.2.8 Das Thioredoxinsystem vermittelt die t-BOOH-abhingige Hemmung der Ahpl-

Urmylierung

Zuvor wurde gezeigt, dass t-BOOH die NEM-stabilisierte Ahp1-Urmylierung unterdriickt und
dabei entgegen den Erwartungen auch eine Auflésung des Ahpl-Dimers bewirkt (Abb. 16).

Da das cytosolische Thioredoxinsystem fiir die Reduktion des Homodimers benétigt wird,
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konnte es an der t-BOOH-abhingigen Hemmung der Ahp1-Modifikation beteiligt sein. Daher
wurde ein moglicher Einfluss des Thioredoxinsystems {iberpriift.

Wihrend eine Ahpl-Urmylierung nach t-BOOH-Behandlung im WT-Hintergrund nicht mehr
vorhanden war, blieb diese in einer #rr/A-Mutante mit ausgeschaltetem Thioredoxinsystem
weitestgehend unverdndert (Abb. 19). Wie sich zeigte, war sogar eine leichte Zunahme fiir
das urmylierte Dimer nachweisbar. Diese ging jedoch auch mit einer verstirkten
Dimerisierung des Peroxiredoxins einher. Interessanterweise lieB sich nach t-BOOH-
Behandlung ein weiteres Urml1-Konjugat nachweisen (ca.40 kDa), das nur unter nicht-
reduzierenden Bedingungen vorhanden war. Es bleibt jedoch unklar, ob dieses Konjugat eine
modifizierte Form des urmylierten Ahpl darstellt oder ob es sich um ein anderes Protein
handelt, das nach t-BOOH-Behandlung nur im #7/A-Hintergrund durch Urm1 modifiziert
wird. Dennoch zeigt sich, dass das cytosolische Thioredoxinsystem fiir die t-BOOH-
abhingige Hemmung der Ahp1-Urmylierung bendtigt wird.
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Abbildung 19: In einer #rr/A-Mutante zeigt sich keine Hemmung der Ahp1-Urmylierung durch t-BOOH.
Der Einfluss von t-BOOH auf die Urmylierung und Dimerisierung von Ahpl wurde vergleichend im WT- und
im trrlA-Hintergrund untersucht. Hierfiir wurden die entsprechenden Stimme fiir 5 min mit 5 mM t-BOOH
behandelt. Die Aufbereitung der Proteinextrakte erfolgte unter reduzierenden und nicht-reduzierenden
Bedingungen. Fiir die Detektion der Western Blots wurden o-HA-, o-Ahpl- und o-Cdcl9-Antikorper

verwendet. Ein schneller migrierendes Ahp1-Signal ist durch ein Sternchen (*) gekennzeichnet.
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2.3 Identifikation von Urml-Zielproteinen in Hefe

Bereits die ersten Arbeiten zu Urml haben gezeigt, dass verschiedene Proteine in Hefe
urmyliert werden konnen (Furukawa et al., 2000). Trotzdem ist Ahpl das einzige bekannte
Urm1-Substrat in Hefe (Goehring ef al., 2003a). Da die Funktion der Urmylierung bisher
ungeklart ist, konnte der Nachweis weiterer Urm1-Substrate neue Einblicke in die Bedeutung
dieses Modifikationsweges liefern. So wurden beispielsweise in menschlichen Zellen
verschiedene Proteine identifiziert, fiir die eine Modifikation durch das humane Urml-
Homolog in Abhingigkeit von oxidativem Stress stattfindet (Van der Veen et al., 2011).
Diese urmylierten Proteine waren z.B. am Urm1-Weg selbst, an der tRNA-Modifikation, am
Kerntransport oder an der Antwort auf oxidativen Stress beteiligt. Daher konnte die

Urmylierung in all diese Prozesse involviert sein.

2.3.1 Tandem-Affinitits-Aufreinigung von Urml-Konjugaten

Um neue Urmylierungssubstrate in Hefe nachzuweisen, wurde ein urm/A-Stamm verwendet,
der TAP-URMI exprimierte. Aus diesem erfolgte die Isolation NEM-stabilisierter Urml-
Konjugate mittels Tandem-Affinitdts-Aufreinigung (engl. tandem affinity purification)
(Rigaut et al., 1999). Als zusitzliche Kontrolle fand parallel dazu eine Proteinaufreinigung
aus einem urmlIA-Stamm statt, der TAP-URMIAG trug. Wie zuvor gezeigt, ist aufgrund des
fehlenden C-terminalen Glycins keine Urmylierung mit TAP-Urm1AG moglich (Abb. 10).
Aus diesem Stamm lassen sich daher nur solche Proteine anreichern, die eine nicht-kovalente
Interaktion mit Urml eingehen. Die nach Aufreinigung aus beiden Stiammen eluierten
Proteine wurden elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Silberfarbung des SDS-Gels
sichtbar gemacht. In den Eluaten der TAP-URMI-Transformante lieBen sich drei
Proteinbanden unterschiedlicher GréBe (ca. 37 kDa; ca. 80 kDa und ca. 100 kDa) nachweisen,
die jedoch nicht in den Eluaten des TAP-URMIAG-Kontrollstammes sichtbar waren
(Abb. 20). Da dies auf eine spezifische Aufreinigung von Urml-Konjugaten hindeutete,

erfolgte anschlieBend eine massenspektrometrische Analyse der Proben.
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Abbildung 20: Nachweis der spezifischen Aufreinigung von Urm1-Konjugaten.
Mit einem wurmlIA-Stamm, der entweder TAP-URMI oder TAP-URMIAG enthielt, wurde eine Tandem-

Affinitéts-Aufreinigung durchgefiihrt. Die erhaltenen Eluate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Zum
Nachweis der spezifischen Aufreinigung von Urml-Konjugaten erfolgte eine Silberfirbung der SDS-Gele.
MutmaBliche Urm1-Konjugate sind hervorgehoben. CBP-Urm1 und CBP-Urm1AG (CBP = calmodulin binding
peptide) entsprechen N-terminal verkiirzten Varianten des TAP-Urml bzw. TAP-UrmlAG, die durch
proteolytische Spaltung des TAP-Epitops wihrend der Tandem-A ffinitéts-Aufreinigung erzeugt wurden.

Durch den Nachweis von Proteinen, die nur mit TAP-Urml und nicht mit TAP-UrmI1AG
aufgereinigt wurden, konnte eine Reihe von potentiellen Urml-Substraten identifiziert
werden. Da die meisten von diesen jedoch nur mit einem Peptid vertreten waren, wurden
diese als spezifische Substrate ausgeschlossen. Trotzdem wurde beispielsweise auch das
bekannte Urm1-Zielprotein Ahpl mit nur einem Peptid massenspektrometrisch identifiziert
(Tab. 2). Der Nachweis von Ahpl ist eine Kontrolle, die dafiir spricht, dass die verwendete
Aufreinigungsmethode eine Anreicherung von spezifischen Urml-Substraten erlaubt.
Insgesamt lieBen sich jedoch nur zwei potentielle Zielproteine mit mehr als einem Peptid
nachweisen. Dazu gehorten die Glycerol-1-Phosphatase Gppl, welche an der
Glycerolbiosynthese beteiligt ist (Norbeck efal, 1996), und das Urml-Aktivatorprotein
Uba4. Eine mogliche Modifikation von Uba4 durch Urm1 ist insofern interessant, weil dies

auf eine regulatorische Rolle der Urmylierung im Urm1-Weg hindeuten konnte.
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Tabelle 2: Auswahl an Proteinen, die nach der Aufreinigung massenspektrometrisch bestimmt wurden.
Uba4 und Gppl sind die einzigen Proteine, welche mit mehr als einem Peptid nachgewiesen wurden. Die

Identifikation von Ahpl und Urml deutet auf die Validitidt der verwendeten Aufreinigungsmethode hin.

Anzahl
Protein Beschreibung Intensitit
Peptide
Uba4 E1-ahnliches Enzym; aktiviert Urml 4 782800
Gppl Glycerol-1-Phosphatase; vermittelt Glycerolbiosynthese 3 296550
Ahpl Peroxiredoxin; reduziert Hydroperoxide 1 248830
Urml1 Ubiquitin-dhnliches Protein; vermittelt tRNA-Thiolierung und 3 46612000
posttranslationale Proteinmodifikation

2.3.2 Urml modifiziert Uba4 in Hefe

In menschlichen Zellen konnte eine Urmylierung des humanen Uba4-Homologs bereits
gezeigt werden (Van der Veen et al., 2011). Das vorherige Ergebnis der Tandem-Affinitéts-
Aufreinigung sprach dafiir, dass auch in S§. cerevisiae eine Modifikation des Urml-
Aktivatorproteins stattfindet. Demnach wiirde dies darauf hindeuten, dass Uba4 als
Zielprotein der Urmylierung konserviert ist.

Um die Uba4-Urmylierung in Hefe zu bestitigen, wurde eine c-Myc-Epitop-markierte
Variante des Aktivatorproteins generiert. Erste Experimente mit einer genomisch kodierten
Version des entsprechenden UBA4-c-myc-Gens erlaubten jedoch keinen Nachweis der Uba4-
Urmylierung (Ergebnisse nicht gezeigt). Daher wurde UBA4-c-myc in einen multicopy-Vektor
kloniert, der eine Uberexpression des Gens in Hefe ermdglichte. Das Plasmid-kodierte
UBA4-c-myc wurde zusammen mit HA-URM]I in einen urmlAuba4A—Stamm eingebracht.
AnschlieBend wurde der Proteinextrakt dieser Transformante mittels a-HA- und a-c-Myc-
Western Blot analysiert. Im o-HA-Immunoblot konnten neben freiem HA-Urml weitere
Urm1-Konjugate nachgewiesen werden, die auf einer Hohe von ca. 37 kDa und 130 kDa zu
finden waren (Abb.21A). Wie in den vorherigen Urmylierungsassays gezeigt (Abb. 12),
entsprach das 37 kDa Urmylierungssignal in seiner Groe einem moglichen Konjugat aus
HA-Urml und Ahpl. Daher handelte es sich bei dieser Bande vermutlich um urmyliertes
Ahpl. Interessanterweise war bei 130 kDa eine Doppelbande zu erkennen, die sich auf
derselben Hohe ebenfalls im a-c-Myc-Western Blot nachweisen lieB. Der Nachweis der
Doppelbande im a-HA- und a-c-Myc-Immunoblot war ein Hinweis dafiir, dass es sich hierbei
um urmylierte Formen des Uba4-c-myc handeln konnte. Dies wurde dadurch bestitigt, dass
die entsprechenden c-Myc-Signale nur in einer Transformante detektiert werden konnten, die

neben UBA4-c-myc auch HA-URMI enthielt. Fehlte das Gen des Modifikators waren nur
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unmodifiziertes Uba4-c-myc und spezifische Abbaubanden nachweisbar. Nach einer
genaueren  Auftrennung derselben Proben auf einem niedrigprozentigen SDS-
Polyacrylamidgel  konnte  die  Bildung von  zwei  unterschiedlich  groBen
HA-Urm1-Uba4-c-myc-Konjugaten bestétigt werden (Abb. 21B). Dies ist ein Indiz dafiir,
dass es vermutlich verschiedene Mdglichkeiten der Uba4-Modifikation durch Urm1 gibt.

Obwohl nicht ndher bestimmt werden konnten, wie Urml sein eigenes Aktivatorprotein
modifiziert, zeigen diese Ergebnisse, dass Uba4 in Hefe urmyliert wird. Somit konnte neben

Ahpl ein weiteres Urm1-Zielprotein in S. cerevisiae nachgewiesen werden.
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Abbildung 21: Nachweis der Uba4-Urmylierung in Hefe.

A) Uba4 wird urmyliert. B) Es kommt zur Bildung unterschiedlich modifizierter Formen des Uba4. Die NEM-
stabilisierte Konjugation von HA-Urm1 an Uba4-c-myc wurde mittels EMSA untersucht. Hierfiir wurden die
Proben auf unterschiedlich konzentrierten SDS-Polyacrylamidgelen (15% fiir A) bzw. 9% fiir B)) aufgetrennt. Es
erfolgte eine Detektion der Immunoblots mit a—HA, o—c-Myc und 0—Cdc19-Antikérpern. Konjugate zwischen

Urml und Uba4 sind ebenso hervorgehoben wie eine mutmaBlich urmylierte Form des Ahp1.
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2.4 Untersuchung der mechanistischen Verkniipfung von Urmylierung und tRNA-

Thiolierung

Es wurde gezeigt, dass die Bildung eines Urml-Thiocarboxylats sowohl fiir die tRNA-
Thiolierung als auch fiir die Urmylierung notwendig ist (Schmitz et al., 2008; Leidel et al.,
2009; Noma etal., 2009; Vander Veen etal., 2011). Dieser Befund deutet auf eine
mechanistische Verkniipfung beider Urml-vermittelter Funktionen hin. So wird davon
ausgegangen, dass derselbe Schwefeltransferweg, der an der Thiomodifikation bestimmter
tRNAs beteiligt ist, auch zur Konjugation von Urm1 an andere Proteine beitrigt. Trotz dieser
Annahme wurden bisher keine weiterfiihrenden Untersuchungen durchgefiihrt, die eine

mogliche mechanistische Verkniipfung der Urmylierung und tRNA-Thiolierung bestitigen.

2.4.1 Schwefelmangel fiihrt zu einer verminderten Urmylierung

Laxman et al. (2013) konnten demonstrieren, dass die durch Urml vermittelte tRNA-
Thiolierung in Hefe abhingig von der Schwefelverfligbarkeit im Wachstumsmedium ist.
Wenn Hefezellen in einem Medium angezogen wurden, dem die Schwefel-enthaltenden
Aminosduren Cystein oder Methionin als Schwefelquellen fehlten, war die Bildung der
s’-Seitengruppe am wobble-Uridin reduziert. Da angenommen wird, dass die Urmylierung
durch denselben Schwefeltransferweg vermittelt wird, der zur tRNA-Thiolierung beitrégt,
kann davon ausgegangen werden, dass auch fiir die Proteinmodifikation durch Urml eine
Schwefelabhéngigkeit besteht. Dementsprechend wurde untersucht, wie sich Schwefelmangel
auf die Urmylierung auswirkt.

Ein mit TAP-URMI komplementierter, Methionin-auxotropher urmIA-Stamm wurde hierfiir
in Methionin-haltigem Medium angezogen und anschliefend erfolgte ein shift der Zellen in
Medium, dem die Aminoséure als Schwefelquelle fehlte. Ein TAP-spezifischer Western Blot
zeigte, dass die Bildung des NEM-stabilisierten TAP-Urm1-Ahpl-Konjugats bereits nach 1 h
Wachstum in Methionin-freiem Medium vermindert war (Abb. 22A). Die Abnahme in der
Ahpl-Urmylierung setzte sich nach 2 h nur leicht weiter fort. Zusdtzlich zeigte eine ldngere
Exposition, dass nicht nur die UrmI-Konjugation an Ahpl, sondern auch die Modifikation
anderer Proteine vermindert war, wenn Methionin nicht mehr als Schwefelquelle vorlag.
Daher scheint Schwefelmangel, der durch das Fehlen von Methionin ausgeloste wurde, einen
generellen Effekt auf die Urmylierung zu besitzen. Interessanterweise hatte das Wachstum in
Methionin-freiem Medium keinen Einfluss auf die Menge an freiem TAP-Urml. Somit geht

die verminderte Urm1-Konjugation bei Schwefelmangel wahrscheinlich nicht darauf zuriick,
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dass weniger Urm1 fiir die Proteinmodifikation vorhanden ist. Um auszuschlieen, dass die
beobachtete Verminderung der Urmylierung moglicherweise auf eine reduzierte Expression
von Urml-Zielproteinen zuriickgeht, wurde beispielhaft untersucht, wie sich die
Schwefelverfiigbarkeit im Medium auf die AHPI-Expression auswirkt. Mittels a-Ahpl-
Western Blot konnte demonstriert werden, dass Schwefelmangel im untersuchten Zeitfenster
nicht zu einer Reduktion der Ahpl-Proteinmenge fithrt (Abb. 22B). In Methionin-haltigem
und -freiem Medium blieb die Menge an Ahpl konstant. Demnach ist die durch
Schwefelmangel hervorgerufene Abnahme in der Urmylierung wahrscheinlich darauf
zurlickzufiihren, dass weniger Schwefel fiir die Urml-Aktivierung bereitsteht. Insgesamt

deuten die Ergebnisse daher auf eine Schwefelabhédngigkeit der Urmylierung hin.
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Abbildung 22: Die Schwefelverfiigharkeit beeinflusst die Urmylierung.

A) Schwefelmangel flihrt zu einer Abnahme in der Urm1-Konjugation. B) Die Ahpl-Proteinmenge bleibt bei
Schwefelmangel unveriandert. Ein urmA-Stamm, der das 74AP-URM-Gen trug, wurde in Methionin-haltigem
Medium angezogen und dann in Methionin-freies Medium {iiberfiihrt. Die Proteinextraktion erfolgte in An- (A)
oder in Abwesenheit (B) von NEM. Fiir die Detektion des Western Blots wurden o—TAP, a-Ahpl und a-Cdc19-

Antikorper verwendet. Fiir die Darstellung in B) wurden Teile der Immunoblots ausgespart (gestrichelte Linie).
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2.4.2 Urmylierung und tRNA-Thiolierung werden vermutlich durch den gleichen

Schwefeltransferweg vermittelt

Der Nachweis einer Schwefelabhéngigkeit der Urmylierung unterstiitzte die Annahme, dass
beide Urml-vermittelten Funktionen mechanistisch miteinander verkniipft sind. Daher sollte
bestdtigt werden, dass die tRNA-Thiolierung und Urmylierung durch denselben
Schwefeltransferweg vermittelt werden. Hierfiir wurde untersucht, wie sich das Fehlen
einzelner Komponenten dieses Schwefeltransferwegs auf die Urm1-Konjugation auswirkt.
Mittels a-TAP-Western Blot wurde die vorherige Beobachtung bestétigt (Abb. 10), dass ein
Verlust des Urm1-Aktivators Uba4 zu einem Ausbleiben der Urmylierung fiihrt (Abb. 23A).
Im Gegensatz dazu hatte die Deletion der Thiolasegene NCS2 und NCS6 keinen Einfluss auf
die TAP-Urml-Konjugation an Ahpl oder an andere Zielproteine. Die Intensitit der
Urmylierungssignale blieb in beiden Mutanten im Vergleich zum WT-Hintergrund
unverdndert. Interessanterweise kam es jedoch im tumIA-Hintergrund zu einer drastischen
Abnahme in der Ahpl-Urmylierung und in der Modifikation weiterer Proteine. Tum1 ist eine
Schwefeltransferase, die den indirekten Schwefeltransport von Nfs1 auf Uba4 vermittelt und
zur Bildung des Urml-Thiocarboxylats beitrdgt (Noma et al., 2009). Dieser Beitrag zum
Schwefeltransfer konnte in fritheren Arbeiten dadurch gezeigt werden, dass die tRNA-
Thiolierung in einer fumIA-Mutante drastisch reduziert ist (Huang et al., 2008).

Um zu verifizieren, dass der Verlust von Tuml eine verminderte Thiomodifikation zur Folge
hat, wurde die relative Menge an thioliertem (mcm’s’U) Uridin massenspektrometrisch in
einem tum IA-Stamm bestimmt und mit der im WT verglichen. Tatséchlich war die Menge an
thioliertem Uridin nach Deletion von TUM1 stark reduziert (Abb. 23B). Verglichen mit der
mem’s’U-Menge im WT lag diese bei 16%. Dies bestitigt eine Hemmung der
Thiomodifikation und daher auch des Schwefeltransfers, sobald Tum1 fehlt. Demnach scheint
die zuvor im fumlIA-Hintergrund beobachtete Verminderung der Urmylierung auf einen

reduzierten Schwefeltransfer auf Urm1 zuriickzugehen.
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Abbildung 23: Die Schwefeltransferase Tum1 wird fiir eine effiziente Urmylierung benotigt.

A) In einer tumIA-Mutante ist die Urml-Konjugation vermindert. Die NEM-stabilisierte Urmylierung mit
TAP-Urml wurde in einem tumlIA-, uba4A-, ncs2A- und ncs6A-Hintergrund untersucht. Die Western Blots
wurden mit a-TAP- und a-Cdc19-Antikdrpern detektiert. Durch Sternchen (*) sind modifizierte Formen des
TAP-Urml hervorgehoben, deren Bildung Uba4-unabhidngig war. B) In einer fumlA-Mutante ist die tRNA-
Thiolierung vermindert. Die relative Menge an mem’s’U im WT und in einem fumIA-Stamm wurde
massenspektrometrisch bestimmt. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde die relative Menge an mem’s”U im WT
mit 1 festgelegt. C) Die AHPI-Expression bleibt in einer tum/A-Mutante unverandert. Der Einfluss einer TUM -
Deletion auf die Ahpl-Proteinmenge wurde untersucht. Die Proteinextraktion aus den dargestellten Stadmmen
erfolgte in Abwesenheit von NEM. Die Western Blots wurden mit a-Ahpl- und a-Cdcl19-Antikdrpern

entwickelt.

Es wird vermutet, dass der Verlust der s>-Modifikation am wobble-Uridin der tRNAs tQUUG,

tEYYC und tk""Y

zu einer verschlechterten Translation von mRNAs fiihrt, die reich an Codons
sind, welche durch diese tRNAs erkannt werden (Rezgui et al., 2013). Dementsprechend war
es nicht auszuschliefen, dass die verminderte tRNA-Thiolierung nach Verlust von Tuml zu
einer reduzierten Translation von Urml-Zielproteinen und somit zu einer verschlechterten
Urmylierung flihren kdnnte. Daher wurde beispielhaft untersucht, ob die durch Deletion von
TUMI hervorgerufene Abnahme der Ahpl-Urmylierung auf eine verminderte
Translationsrate des Peroxiredoxins zuriickgeht. Mittels a-Ahpl-Western Blot konnte gezeigt

werden, dass die Ahpl-Translation in der fumIA-Mutante im Vergleich zum WT-Hintergrund

unverdandert war (Abb. 23C). Somit ist die zuvor beobachtete, verminderte Ahpl-
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Modifikation nicht auf eine verschlechterte Expression des Peroxiredoxins zuriickzufiihren.
Die Abnahme in der Urmylierung nach Verlust von Tum1 geht daher womdoglich darauf
zuriick, dass der Schwefeltransfer und somit die Bildung des Urml-Thiocarboxylats
eingeschrinkt sind.

Dementsprechend lassen diese Ergebnisse vermuten, dass sowohl die tRNA-Thiolierung als

auch die Urmylierung durch den gleichen Schwefeltransferweg vermittelt werden.

2.4.3 Die Urmylierung von Uba4 ist Tum1-unabhingig

Generell war die Urmylierungseffizienz vermindert, wenn der Schwefeltransfer auf Urm1
durch Verlust von Tuml eingeschriankt war (Abb. 23A). Um zu bestétigen, dass neben Ahpl
noch weitere Proteine Tum1-abhéngig durch Urm1 modifiziert werden, wurde untersucht, wie
sich eine TUM-Deletion auf die Urmylierung von Uba4 auswirkt.

Uba4 konnte in dieser Arbeit als neues Urm1-Zielprotein in Hefe identifiziert werden. Wie
zuvor gezeigt (Abb. 21), kam es in einem urmlIAuba4A-Stamm, der das HA-URMI und
UBA4-c-myc enthielt, zur Bildung von urmyliertem Uba4 (Abb. 24). Im a-HA- und a-c-Myc-
Western Blot war das modifizierte Uba4 als Doppelbande im Bereich zwischen 130 und
170 kDa  detektierbar.  Zusétzlich konnte im a-HA-Immunoblot eine weitere
Urmylierungsbande bei ca. 40 kDa nachgewiesen werden. Diese war in einem ahplA-
Hintergrund nicht mehr zu detektieren, was darauf hindeutet, dass es sich bei dieser Bande um
urmyliertes Ahpl handelt. Allgemein hatte der Verlust von Ahpl keinen Einfluss auf die
Uba4-Urmylierung. Ebenso zeigte sich kein Effekt auf die Uba4-Modifikation in Mutanten,
denen die Thiolasekomponenten Ncs2 und Ncs6 fehlten. In Ubereinstimmung mit den
vorherigen Ergebnissen bewirkte eine TUMI-Deletion eine Verringerung in der Ahpl-
Urmylierung, wohingegen keine Abnahme in der Uba4-Urmylierung nachzuweisen war.
Demnach ist die Urmylierung von Uba4 im Gegensatz zur Modifikation anderer Proteine

durch Urm1 vermutlich nicht Tum1-abhéngig.
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Abbildung 24: Der Verlust von Tuml1 hat keinen Einfluss auf die Uba4-Urmylierung.

Die Urmylierung von Uba4-c-myc wurde in einem tumliA-, ncs2A-, ncs6A- und ahplA-Hintergrund
untersucht. Die Proteinextraktion aus den entsprechenden Stdmmen erfolgte mit NEM, um mogliche
HA-Urml-Konjugate zu stabilisieren. Fiir die Detektion der Western Blots wurden a-HA, a-c-Myc und

a-Cdc19-Antikorper verwendet. Urmylierte Formen von Uba4 oder Ahpl sind hervorgehoben.
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2.5 Analyse der Urml-Aktivierung durch das E1-ihnliche Enzym Uba4

Das 440 Aminosduren umfassende Protein Uba4 ist ein El-dhnliches Enzym, welches
essentiell fiir die Aktivierung von Urml ist und aus zwei Doménen besteht (Abb. 25A)
(Furukawa et al., 2000; Nakai et al., 2008; Schmitz et al., 2008; Leidel et al., 2009; Noma
et al., 2009). Neben einer N-terminalen MoeBD besitzt Uba4 am C-Terminus eine RHD. Es
wird angenommen, dass die MoeBD fiir die Urm1-Adenylierung benétigt wird, wihrend die
RHD den Schwefeltransfer auf Urm1 und somit die Thiocarboxylierung des Modifikators
vermittelt. In beiden Uba4-Dominen konnte jeweils ein katalytischer Cysteinrest
nachgewiesen werden (Furukawa et al., 2000; Schmitz ef al., 2008). In der MoeBD ist es das
Cystein an Position 225 (C225) und in der RHD das Cystein an Position 397 (C397). Es
wurde gezeigt, dass eine Punktmutation der beiden Cysteine in vivo zu einem Ausbleiben der
tRNA-Thiolierung und Urmylierung fiihrt (Furukawa et al., 2000; Leidel et al., 2009; Noma
et al., 2009; Van der Veen et al., 2011;). Demzufolge scheinen sowohl das C225 als auch das
C397 essentiell fiir die Urml-Aktivierung zu sein. Trotz dessen konnte in vitro gezeigt
werden, dass eine Mutation des C225 weiterhin eine verminderte Urm1-Adenylierung erlaubt
(Schmitz et al., 2008). Daher ist die Urm1-Aktivierung durch Uba4 womdoglich komplexer,

als bisher angenommen.

2.5.1 Die Cysteine C225 und C397 sind nicht essentiell fiir die Uba4-Funktion

Um zu untersuchen, welche Rolle die beschriebenen, katalytischen Cysteinreste in Uba4 bei
der Urml1-Aktivierung spielen, wurden uba4-Punktmutanten erzeugt. Hierbei wurden beide
Cysteine einzeln (uba4-C225S und uba4-C397S) oder in Kombination (uba4-C2255/C397S)
gegen die Aminosdure Serin ausgetauscht.

Die Gene der uba4-Cysteinmutanten wurden in einen urmlAuba4A-Stamm eingebracht, der
bereits TAP-URM1I enthielt. Darauthin erfolgte eine Analyse der Urmylierung in diesen
Transformanten. Interessanterweise zeigte ein o-TAP-Western Blot, dass eine Urml-
Konjugation nicht nur mdglich war, wenn WT-UBA4 vorlag, sondern auch wenn
uba4-C2258S, uba4-C397S oder uba4-C2255/C397S vorhanden waren (Abb. 25B). Trotzdem
konnte zumindest hinsichtlich der Modifikation von Ahpl eine Abnahme in der
Urmylierungseffizienz festgestellt werden. Im Vergleich zur Urmylierung mit UBA4 war die
Ahpl-Modifikation, die durch uba4-C225S und uba4-C397S vermittelt wurde, herabgesetzt.
Die durch die Doppelmutante (uba4-C2255/C397S) bedingte Ahpl-Urmylierung war im

Vergleich zu beiden Einzelmutanten sogar noch stirker reduziert. Zusammengefasst
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demonstriert dieses Ergebnis, dass die beiden Uba4-Cysteinreste C225 und C397 im

Gegensatz zu fritheren Beobachtungen nicht essentiell fiir die Vermittlung der Urmylierung

sind.
A SHE  gy©T Abbildung 25: Das C225 wird ebenso wie das C397
; @ - nicht fiir die Urmylierung benétigt.
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In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass wahrscheinlich beide Urml-vermittelten Funktionen
mechanistisch miteinander verkniipft sind. So kann davon ausgegangen werden, dass
ebenfalls eine tRNA-Thiolierung stattfindet, wenn Urmylierung vorhanden ist. Daher erfolgte
eine Analyse, ob die wuba4-Cysteinmutanten in der Lage sind, tRNA-Thiolierung zu
vermitteln. Hierfiir wurde untersucht, ob sich die erhohte Thermosensitivitit einer
elp3Auba4A- oder deglAuba4A-Doppelmutante durch Einbringen der uba4-Mutanten
supprimieren ldsst. Beiden Doppelmutanten fehlt neben UBA4 ein weiteres Gen, dessen
Genprodukt an der tRNA-Modifikation beteiligt ist. Elp3 ist Teil des Elongatorkomplexes,
welcher unter anderem zur Bildung der mem’s*-Modifikation am wobble-Uridin der tRNAs
tQYC, tEYYC und tK""Y beitrigt (Huang et al., 2005). Degl ist eine Pseudouridinsynthase, die
an Position 38 und 39 verschiedener tRNAs die Bildung eines Pseudouridins vermittelt

(Lecointe etal., 1998). Es ist bekannt, dass beide Doppelmutanten eine erhohte
UUG

2

Thermosensitivitit besitzen, die durch Uberexpression der hypomodifizierten tRNAs tQ
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tE"YC und tK"YY supprimiert werden kann (Abb. 26A) (Han et al., 2015; Klassen et al.,
2015). Dies demonstriert, dass die Thermosensitivitidt dieser Mutanten auf eine fehlerhafte
tRNA-Modifikation zuriickzufithren ist. Demnach wiirde eine Suppression der
Thermosensitivitdt durch Einbringen der uba4-Cysteinmutanten auf eine Wiederherstellung
der tRNA-Thiolierung in den Doppelmutanten hindeuten.

Im Vergleich zu den Leervektortransformanten erlaubten uba4-C225S und uba4-C397S ein
besseres Wachstum im elp3Auba4A- und deglAuba4A-Hintergrund (Abb. 26B). Jedoch war
die Suppression der Thermosensitivitdt nicht so gut wie mit UBA4. Fiir uba4-C225S/C397S
konnte eine schwache Suppression nur in der deg/Auba4A—Doppelmutante nachgewiesen
werden. Diese phianotypischen Tests deuten darauf hin, dass der Verlust der angenommenen,
katalytisch aktiven Uba4-Cysteinreste immer noch eine abgeschwichte tRNA-Thiolierung
erlaubt.

Zur Bestétigung dieser phianotypischen Ergebnisse wurde massenspektrometrisch die relative
Menge an thioliertem Uridin in uba4A-Transformanten bestimmt, die entweder uba4-C225S,
uba4-C397S oder uba4-C2255/C397S trugen. Im Gegensatz zur Leervektorkontrolle konnte
in allen drei Transformanten eine Wiederherstellung der tRNA-Thiolierung nachgewiesen
werden (Abb. 26C). Doch verglichen zur Thiomodifikation, die durch UBA4 vermittelt wurde,
war die tRNA-Thiolierung, die mit den uba4-Cysteinmutanten erzielt wurde, eingeschrinkt.
Im Vergleich zur tRNA-Thiolierung in Gegenwart von UBA4, lag die Menge an gebildetem
mem’s’U mit uba4-C225S oder uba4-C397S bei jeweils ca. 25% und 23%. Mit
uba4-C2255/C397S war die Thiomodifikation sogar noch weiter herabgesetzt (ca. 14%).
Diese Ergebnisse bestitigen die phénotypischen Tests. Daher kann davon ausgegangen
werden, dass eine reduzierte tRNA-Thiolierung auch mit den uba4-Cysteinmutanten moglich
ist.

Zusammengefasst demonstrieren diese Resultate, dass sowohl das C225 als auch das C397
nicht essentiell fiir die Uba4-Funktion sind. Eine Mutation dieser Cysteinreste fiihrt jedoch zu
einer Hemmung der Urmylierung und tRNA-Thiolierung. Beide Cysteine werden demnach

fiir eine effiziente Urm1-Aktivierung benotigt.
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Abbildung 26: Das C225 und das C397 sind nicht essentiell fiir die tRNA-Thiolierung.

A) Die erhohte Thermosensitivitit einer elp3Auba4A- oder deglAuba4A-Doppelmutante ldsst sich durch
Uberexpression der hypomodifizierten tRNAs tQ"Y9, tEYYC und tK"“Y (tQEK) supprimieren. B) Die
verschiedenen uba4-Cysteinmutanten vermitteln ein besseres Wachstum der elp3Auba4A- und deglAuba4A-
Doppelmutanten bei erhhten Temperaturen. Von den dargestellten Stimmen in A) und B) wurden serielle
Verdiinnungen erstellt, die auf Vollmedium aufgetropft wurden. Die Inkubation erfolgte fiir 3 Tage bei 30°C
(Kontrolle), 34°C, 35°C oder 39°C. C) Nach Mutation des C225 oder C397 findet weiterhin eine verminderte
tRNA-Thiolierung statt. Die verschiedenen uba4-Cysteinmutanten wurden in einen uba4A-Stamm eingebracht.
Die relative Menge an mem’s”U in den entsprechenden Transformanten wurde massenspektrometrisch ermittelt.
Zur besseren Vergleichbarkeit wurde die relative Menge an mem’s’U in der UBA4-Transformante mit 1

festgelegt. In einer Leervektortransformante (uba4A + Vektor) war thioliertes Uridin nicht detektierbar (n.d.).

2.5.2 Der Verlust der Uba4-RHD erlaubt weiterhin eine reduzierte Urm1-Aktivierung

Uba4d besitzt, wie bereits erwdhnt, an seinem C-Terminus eine RHD. Diese Doméne ist
insofern besonders, da sie in anderen E1-Enzymen nicht zu finden ist und eine evolutionére

Anpassung darstellt, die an der Vermittlung des Schwefeltransfers auf Urm1 beteiligt ist
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(Schmitz et al., 2008). Da zuvor gezeigt werden konnte, dass das beschriebene katalytische
Cystein (C397) in dieser Doméne nicht essentiell fiir die Urml-Aktvierung ist, wurde
weiterfilhrend untersucht, welche Bedeutung die RHD fiir die Uba4-Funktionalitdt besitzt.
Dementsprechend wurde ein C-terminal verkiirztes Uba4 erzeugt, das zwar noch tiber die
N-terminale MoeBD verfiigte, dem jedoch die RHD vollstindig fehlte (Abb. 27A). Diese

mutierte Variante wurde als Uba4_3,5 bezeichnet.
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Abbildung 27: Nach Verlust der Uba4-RHD ist weiterhin eine verminderte Urmylierung moglich.

A) Schematische Darstellung von Uba4, 3,5 das im Vergleich zum Volllingen-Uba4 nicht iiber die C-terminale
RHD verfiigt. B) Uba4;3,5 erlaubt eine verminderte Urml-Konjugation. C) Die Modifikation von Ahpl wird
nicht nur durch Uba4, sondern auch durch Uba4, 3,5 vermittelt. In B) und C) wurde der Einfluss von Uba4 3,3
auf die NEM-stabilisierte TAP-Urm1-Konjugation in den angegeben Stammbhintergriinden untersucht. Fiir die
Detektion der Western Blots wurden o-TAP- und a-Cdc19-Antikdrper benutzt. Ein Sternchen (*) markiert eine

modifizierte Form des TAP-Urm1, deren Bildung Uba4-unabhéngig erfolgte.

Anfinglich wurde untersucht, ob Uba4, 33 in Hefe die Modifikation von Proteinen durch

TAP-Urml erlaubt. Ein a-TAP-Western Blot zeigte, dass eine Urmylierung nach Einbringen



2. Ergebnisse Seite |56

von UBA4, 3,8 moglich war (Abb. 27B). Die Effizienz der Urm1-Konjugation war jedoch im
Vergleich zur der, die mit Volllingen-Uba4 nachweisbar war, drastisch herabgesetzt. Nur
nach ldngerer Exposition des a-TAP-Immunoblots konnten Urml-Konjugate detektiert
werden. Eines der Konjugate, das in Anwesenheit von Uba4,.3pg gebildet wurde, entsprach in
seiner Grofle (ca. 50 kDa) einem moglichen Konjugat aus TAP-Urml (ca. 32,8 kDa) und
Ahpl (ca. 19,1 kDa). Tatsdchlich handelte es sich bei diesem modifizierten Protein um
urmyliertes Ahpl. In einem ahplA-Hintergrund war das entsprechende Urmylierungssignal
nicht mehr detektierbar, wahrend es in einem AHPI-c-myc-Hintergrund elektrophoretisch
nach oben verschoben war (Abb. 27C). Dennoch scheint der Verlust der RHD auch Einfluss
auf die Spezifitdit der Urml-Konjugation zu haben, da sich die Urmylierungsmuster in
Gegenwart von Uba4;.3s oder Uba4 unterschieden. Trotz dessen deutet die immer noch
vorhandene, aber herabgesetzte Urmylierung darauf hin, dass eine eingeschriankte Urml-
Aktivierung auch in Abwesenheit der Uba4-RHD moglich ist.

Um dies zu bestitigen, wurde ebenfalls bestimmt, ob eine tRNA-Thiolierung in Gegenwart
von Uba4 3,3 stattfindet. Dementsprechend wurden phéanotypische Tests mit der e/p3Auba4A-
und degIAuba4A-Doppelmutante durchgefiihrt, die entweder das UBA4,_;2s- oder UBA4-Gen
trugen. Wie zuvor die uba4-Cysteinmutanten vermittelte auch UBA4; 3,5 eine Suppression der
Thermosensitivitdit in beiden Mutantenhintergriinden (Abb. 28A). Diese war jedoch
schwécher als mit UBA4. Demnach scheint auch nach Verlust der Uba4-RHD eine
eingeschriankte tRNA-Thiolierung moglich zu sein. Mittels Massenspektrometrie konnte eine
durch Uba4, ;ys-vermittelte tRNA-Thiolierung ebenfalls gezeigt werden (Abb. 28B). Wurde
UBA4,35 in eine uba4A-Mutante eingebracht, bestétigte sich eine stark eingeschrinkte
Bildung von thioliertem Uridin, da die relative Menge an gebildetem mem’s’U im Vergleich
zu einer Transformante mit UBA4 nur bei 4% lag.

Alles in allem demonstrieren die drastisch reduzierte Urmylierung und tRNA-Thiolierung,
dass womoglich trotz des Verlusts der Uba4-RHD eine verminderte Urml-Aktvierung
stattfinden kann. Demnach scheint diese Domine nicht essentiell fiir die Uba4-Funktion zu

sein.
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Abbildung 28: Die Uba4-RHD wird fiir eine effiziente tRNA-Thiolierung bendtigt.

A) UBA4,.;5s vermittelt ein verbessertes Wachstum der elp3Auba4A- oder deglAuba4A-Doppelmutante bei
erhohten Temperaturen. Die dargestellten Stimme wurden seriell verdiinnt. Die Verdiinnungen wurden auf
Vollmedium getropft und anschlieBend erfolgte eine Inkubation fiir 3Tage bei 30°C (Kontrolle), 34°C, 35°C
oder 39°C. B) Uba4 3,5 erlaubt eine stark verminderte tRNA-Thiolierung in Hefe. UBA4,_3,¢ wurde ebenso wie
UBA4 in einen uba4A- oder uba4AtumIA-Stamm eingebracht. Die relative Menge an mem’s’U in den
entsprechenden Transformanten wurde massenspektrometrisch bestimmt. Fiir den uba4A-Stamm mit UBA4
wurde die relative Menge an mem’s”U mit 1 festgelegt. In der Leervektortransformante (uba4A + Vektor) war

thioliertes Uridin nicht detektierbar (n.d.).

2.5.3 Die durch Uba4,_;s-vermittelte Urm1-Aktivierung ist Tuml-unabhingig

Die vorherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass der Schwefeltransfer auf Urm1 durch Verlust
von Tumlgehemmt wird und dass die daraus resultierende, verminderte Urm1-Aktivierung
eine reduzierte Urmylierung sowie tRNA-Thiolierung zur Folge hat (Abb. 23). Es wird davon
ausgegangen, dass Schwefel in Form eines Persulfids von Tum1 auf Uba4 iibertragen wird
(Noma et al., 2009). Nach Transfer auf das C397 in der RHD von Uba4 kann der eingebaute
Schwefel zur Bildung des Urm1-Thiocarboxylats genutzt werden (Schmitz et al., 2009). Da
auch bei Fehlen der RHD eine Urmylierung und tRNA-Thiolierung méglich war, kann davon
ausgegangen werden, dass in Abwesenheit der Doméne noch ein Schwefeltransfer auf Urm1
stattfindet. Es stellte sich jedoch die Frage, ob dieser wie bei Volllingen-Uba4 iiber Tum1
vermittelt wird.

Ein Urmylierungsassay sollte dariiber Aufschluss geben, welchen Einfluss Tum1 auf den in
Gegenwart von Uba4,3s vorhandenen Schwefeltransfer hat. Dementsprechend wurde
untersucht, wie sich die An- oder Abwesenheit von TUMI auf die Uba4;zys-vermittelte
Urmylierung auswirkt. In Ubereinstimmung mit einer Beteiligung von Tuml am Uba4-

vermittelten Schwefeltransport, war die UBA4-bedingte TAP-Urm1-Konjugation in fumiA-
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Zellen reduziert, da die Intensitit der Urmylierungsbanden im Vergleich zum WT-
Hintergrund leicht vermindert war (Abb. 29A). Im Gegensatz dazu blieb die UBA4; ;:s-
bedingte Urmylierung in einer tumlA-Mutante unverdndert. Dies deutet darauf hin, dass

Tuml nicht zum Uba4, 3;s-abhédngigen Schwefeltransfer beitragt.
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Abbildung 29: Die Urm1-Aktivierung durch Uba4, ;,3 erfolgt unabhingig von Tuml.

A) Tuml tragt nicht zur Uba4, ;s-vermittelten Urmylierung bei. Die NEM-stabilisierte Konjugation von
TAP-Urml wurde in den dargestelleten Stdmmen mittels EMSA untersucht. Die Immunoblots wurden mit
a-TAP- und a-Cdc19-Antikdrpern detektiert. Eine modifizierte Form des TAP-Urml, die Uba4-unabhingig
gebildet wurde, ist durch ein Sternchen (*) hervorgehoben. B) Auch wenn Tuml fehlt, ist Uba4, 3,3 womoglich
weiterhin in der Lage, tRNA-Thiolierung zu vermitteln. elp3Auba4A- oder deglAuba4A—Doppelmutanten, die
das UBA4;.;s trugen, wurden hinsichtlich ihrer Thermosensitivitit mit elp3Auba4AtumIA— oder
elp3Auba4AtumiIA-Dreifachmutanten verglichen, die ebenfalls UBA4,.3,5 enthielten. Von den dargestellten
Stdimmen wurden serielle Verdiinnungen erstellt, die auf Vollmedium aufgetropft wurden. Die Inkubation fand

fiir 3Tage bei 30°C (Kontrolle), 34°C, 35°C oder 39°C statt.

Um diesen Befund zu unterstiitzen, wurde untersucht, wie sich eine TUM-Deletion in den
Doppelmutanten elp3Auba4A und deglAuba4A auf die Suppression der Thermosensitivitét
auswirkt, die zuvor flir diese Stimme nach Einbringen von UBA4; 3,5 beobachtet wurde
(Abb. 28A). Sollte Tuml zu dem durch Uba4,;s-vermittelten Schwefeltransfer beitragen,
misste eine Abnahme oder ein Ausbleiben der Suppression beobachtet werden. Es zeigte sich
jedoch, dass eine zusitzliche TUMI-Deletion keinen Effekt auf das durch Uba4, ;s
vermittelte Wachstum hat (Abb. 29B). tumIA—Zellen, welche das UBA4,;;,sGen trugen,
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wuchsen bei hoheren Temperaturen ebenso gut wie UBA4; ;¢ Transformanten ohne TUM1-
Deletion. Mittels Massenspektrometrie konnte dariiber hinaus nachgewiesen werden, dass
UBA4,.355 in einer uba4AtumIA-Mutante die Bildung von s*-modifizierter tRNA ermdglichte
(Abb. 28B). Dabei blieb die relative Menge an gebildetem mem’s*U (ca. 4%) im Vergleich
zur uba4A-Mutante, die ebenfalls mit UBA4;.3,¢ transformiert war, unveréindert.

Zusammengefasst scheint das Fehlen von Tuml keinen Einfluss auf die Urmylierung und
tRNA-Thiolierung zu haben, welche in Anwesenheit von Uba4,3s zu beobachten ist.
Demnach ist die Urm1-Aktivierung, die durch das C-terminal verkiirzte Uba4 vermittelt wird,

vermutlich Tum1-unabhéngig.

2.5.4 Durch das zusitzliche Einbringen der Uba4-RHD wird die Uba4,_3;s-vermittelte

Urml-Aktivierung nicht verbessert

Im Archaeon H. volcanii konnten mit SAMP1, SAMP2 und SAMP3 Urm1-dhnliche Proteine
nachgewiesen werden, die ebenfalls als Schwefeltrdger und Proteinmodifikatoren fungieren
(Humbard et al., 2010; Miranda et al., 2014). Interessanterweise besitzen die drei SAMPs mit
UbaA ein El-dhnliches Aktivatorprotein, das zwar zur N-terminalen Uba4-MoeBD homolog
ist, dem aber eine C-terminale RHD fehlt. Daher wird davon ausgegangen, dass der
Schwefeltransfer auf die SAMPs iiber ein weiteres, bisher unbekanntes Protein gewihrleistet
wird, welches iiber eine oder mehrere RHDs verfiigt (Miranda et al., 2011). Daran angelehnt
konnte fiir Uba4 die Moglichkeit bestehen, dass dessen C-terminale RHD nicht
notwendigerweise mit der N-terminalen MoeBD fusioniert sein muss, um in Hefe einen
effektiven Schwefeltransfer auf Urml zu vermitteln. Um dies herauszufinden, wurde
untersucht, ob das kombinierte Einbringen der Uba4-MoeBD (Uba4,.35) und -RHD
(Ubads9.449) zu einer vergleichbaren Urmylierung oder tRNA-Thiolierung fiihrt, wie sie mit
Volllangen-Uba4 zu sehen ist.

In einem wurmiIAuba4A-Stamm, der zusitzlich zum TAP-URMI das UBA4,3;sGen trug,
konnte wie auch zuvor eine Urml-Konjugation nachgewiesen werden, die verglichen zur
Urmylierung mit UBA4 abgeschwicht war (Abb. 30A). Im Gegensatz dazu zeigte sich nach
alleinigem FEinbringen von UBA439.4490 keine Urml-Konjugation. Wurde UBA4359.440
zusammen mit UBA4; ;s exprimiert, blieb die Urmylierung im Vergleich zu der
Transformante, die nur UBA4;;;s trug, unverdndert. Demnach scheint das zusitzliche
Einbringen der Uba4-RHD die gehemmte, durch Uba4,_3;s—vermittelte Urmylierung nicht zu

verbessern.
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Abbildung 30: Eine Koexpression von UBA4; 3,3 und UBA43,9_ 449 verbessert die Urm1-Aktivierung nicht.

A) Die Uba4;y—vermittelte Urmylierung ldsst sich durch zusétzliches Einbringen von Uba4;g.449 nicht
verstiarken. UBA4 3,5 und UBA4359.449 wurden entweder einzeln oder zusammen in einen urmlAuba4A-Stamm
eingebracht, der zusétzlich das T7AP-URMI-Gen trug. Die NEM-stabilisierte TAP-Urml-Konjugation wurde
mittels EMSA untersucht. Es erfolgte eine Detektion mit a-TAP- und a-Cdc19-Antikorpern. Ein Sternchen (*)
markiert eine modifizierte Form des TAP-Urml, deren Bildung in Abwesenheit von Uba4 stattfand. B) Die
Uba4 3,5—abhédngige tRNA-Thiolierung kann durch Einbringen von Ubadsyg440 nicht verbessert werden. Der
Einfluss einer Koexpression von UBA4, ;55 und UBA4339.449 auf die Thermosensitivitit einer degl/Auba4A-
Mutante wurde lberpriift. Die dargestellten Stimme wurden seriell verdiinnt und auf Vollmedium aufgetropft.

Die Inkubation erfolgte fiir 3 Tage bei 30°C (Kontrolle), 34°C und 35°C.

Auch phénotypisch konnte nachgewiesen werden, dass die zusitzliche Expression von
UBA4359.440 keinen Effekt auf die in Gegenwart von Uba4_ 3,5 vorhandene tRNA-Thiolierung
hat. Wurden UBA4;.3s und UBA4359.440 zusammen in eine deglAuba4A-Doppelmutante
eingebracht, zeigte sich zwar eine schwache Suppression der Thermosensitivitit (Abb. 30B).
Das Wachstum war jedoch mit einer Transformante vergleichbar, die allein das UBA4; ;g
enthielt.

Insgesamt lassen sich die verminderte Urmylierung und tRNA-Thiolierung, die durch
Uba4 3,5 ermOglicht werden, nicht durch zusétzliches Einbringen von Uba4s;9.449 verbessern.
Demzufolge ist wahrscheinlich eine enge rdumliche Ndhe der Uba4-MoeBD und -RHD

notwendig, um Schwefeltransfer und Urm1-Aktivierung effizient zu vermitteln.

2.5.5 Uba4,3,8 wird vermutlich durch Urm1 modifiziert

Auch nach Verlust der RHD war Uba4,33 in der Lage die Urmylierung verschiedener
Proteine zu ermoglichen (Abb. 27B). Da Uba4 zuvor selbst als Urm1-Zielprotein in Hefe
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identifiziert werden konnte (Abb. 21), wurde untersucht, ob an Uba4, 3,5 eine Urmylierung
stattfindet.

Zur Untersuchung der Uba4,.3s-Modifikation wurde eine c-Myc-Epitop-markierte Variante
des verkiirzten Proteins erzeugt. Das entsprechende UBA4; ;»¢-c-myc-Gen wurde zusammen
mit HA-URMI in einen urmlAuba4A-Stamm transformiert und anschlieBend erfolgte eine
Analyse des Proteinextrakts dieser Transformante mittels a-HA- und a-c-Myc-Western Blot.
Im o-HA-Immunoblot konnten neben freiem HA-Urml drei weitere Urml-Konjugate
detektiert werden (Abb. 31). Ein Konjugat lag bei ca. 37 kDa und entsprach in seiner Grof3e
urmyliertem Ahpl. Wihrend bei ca. 70 kDa ein nur schwach detektierbares, zweites
Urmylierungssignal nachweisbar war, zeigte sich zwischen 100 und 130 kDa ein drittes
Konjugat. Interessanterweise war im a-c-Myc-Western Blot zusétzlich zum Uba43,9.449-c-myc
eine hohermolekulare Bande vorhanden, die ebenfalls zwischen 100 und 130 kDa zu finden
war. Dieses nach oben verschobene c-Myc-Signal konnte nicht in einer
Leervektortransformante detektiert werden, die kein HA-URM]I enthielt. Da die Bildung
dieses c-Myc-Signals HA-URM-abhingig war und im a-HA-Western Blot ein Konjugat mit
demselben Laufverhalten detektiert werden konnte, kann davon ausgegangen werden, dass es
sich hierbei um Uba4, _3,s-c-myc handelt, welches durch Urm1 modifiziert wurde.

Demzufolge scheint eine Urm1-Konjugation an Uba4 auch bei Fehlen der RHD mdoglich zu
sein. Der Nachweis von modifiziertem Uba4,.3,3 konnte ebenfalls darauf hindeuten, dass die

Urmylierung von Vollldngen-Uba4 an der N-terminalen MoeBD stattfindet.
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70~ . .
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==
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Urmyliertes Uba4 3,5 ist hervorgehoben. Ebenso sind
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2.6 Konservierung von Urmylierung und tRNA-Thiolierung zwischen Mensch und
Hefe

Proteine, die zum Urml aus Hefe homolog sind, konnten auch in hoéheren Eukaryoten
nachgewiesen werden. So wurde z.B. in Arabidopsis thaliana das AtUrmll als
Schwefeltrager beschrieben, der an der tRNA-Thiolierung beteiligt ist (Nakai et al., 2012).
Auch in menschlichen Zellen konnte mit dem hURMI ein humanes Urml-Homolog
identifiziert werden, welches die Thiomodifikation von tRNAs vermittelt und kovalent andere
Proteine modifiziert (Schlieker et al., 2008; Van der Veen et al., 2011). Der Nachweis, dass
Urm1-homologe Proteine in hoheren Eukaryoten ebenfalls als Schwefeltrager in der tRNA-
Thiolierung und als Proteinmodifikatoren fungieren, deutet auf eine funktionale
Konservierung des Urml-Wegs hin. Bisher wurden jedoch keine Untersuchungen
durchgefiihrt, die eine allgemeine Konservierung des Urm1-Wegs in Eukaryoten bestétigen.
Dies konnte Aufschluss dariiber geben, ob dieser Weg generell in allen eukaryotischen

Systemen gleich funktioniert.

2.6.1 hURM]I, das humane Urm1-Homolog, erlaubt tRNA-Thiolierung in Hefe

Zur Analyse einer mdglichen Konservierung des Urm1-Wegs wurde untersucht, ob Urm1 in
Hefezellen durch sein humanes Homolog funktional ersetzt werden kann. Hierfiir wurde das
hURMI-Gen mit dem kodierenden Bereich eines HA-Epitops fusioniert und unter Kontrolle
des ADHI-Promotors gestellt, der eine konstitutive Genexpression in Hefe erlaubt (Mumberg
et al., 1995). Als Kontrolle erfolgte eine Modifikation des URMI-Gens aus Hefe auf die
gleiche Weise.

Die resultierenden HA-URMI- und HA-hURM1-Konstrukte wurden in eine urmlA-Mutante
eingebracht und die Expression beider Gene wurde mittels a-HA-Western Blot verglichen. Im
a-HA-Immunoblot konnten beide Proteine nachgewiesen werden (Abb. 32A). Da HA-Urm1
und HA-hURMI ungefdhr im Bereich zwischen 20 kDa und 24 kDa detektierbar waren,
wichen beide Protein leicht von ihrer erwarteten GroBle ab (HA-Urml ca. 16,5 kDa;
HA-hURMI ca. 16,8 kDa). Jedoch deutete eine vergleichbare Bandenintensitét fiir HA-Urm1
und HA-hURMI1 darauf hin, dass beide Proteine in &hnlicher Menge gebildet werden und

demnach kein Expressionsunterschied fiir die entsprechenden Genkonstrukte besteht.
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Abbildung 32: hURMI ist in Hefe funktional.

A) hURMI wird in Hefe ebenso gut exprimiert wie URMI. Aus einem urmlA-Stamm, der entweder das
HA-URM]I- oder HA-hURM -Gen trug, wurden Proteine isoliert. Die Extraktion fand hierbei ohne Zusatz von
NEM statt. Die erhaltenen Extrakte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Detektion der Western Blots
erfolgte mit a—HA- bzw. a-Cdc19-Antikérpern. B) Durch Uberexpression der hypomodifizierten tRNAs tQYY,
tEYYC und tK"Y (tQEK) lasst sich die Thermosensitivitéit einer elp3AurmIA- oder deglAurmIA-Doppelmutante
supprimieren. C) hURM1I erlaubt ein besseres Wachstum des elp3AurmiIA- und deglAurmIA-Stammes bei
erhohten Temperaturen. Die Stdmme, welche in B) und C) dargestellt sind, wurden seriell verdiinnt und auf

Vollmedium aufgetropft. Die Inkubation erfolgte fiir 3 Tage bei 30°C (Kontrolle), 35°C oder 39°C.

Davon ausgehend erfolgte weiterfiihrend eine Untersuchung der hURMI-Funktionalitit,
Hierzu wurde ermittelt, ob hURMI1 in Hefe tRNA-Thiolierung erlaubt. Dementsprechend
wurden HA-URM1 und HA-hURM] in eine elp3AurmIA- oder deglAurmIA-Doppelmutante
transformiert. Wie zuvor flir elp3Auba4A- und deglAuba4A-Doppelmutanten gezeigt

(Abb. 26A), besitzen diese Stimme im Vergleich zu den entsprechenden Einzelmutanten eine

UUG pUUC uuu
, tE K

erhohte Thermosensitivitit, die durch Uberexpression der tRNAs tQ und t
supprimiert werden kann (Abb. 32B). Daher ist die erhohte Thermosensitivitit dieser
Mutanten vermutlich auf eine fehlende tRNA-Modifikation zuriickzufiihren. Eine Suppression
dieses Phédnotyps nach Einbringen von HA-URMI oder HA-hURMI wiirde somit auf eine
Wiederherstellung der tRNA-Thiolierung hindeuten. Tatsdchlich zeigten die elp3AurmIA-
und deglAurmlIA-Doppelmutante, die das HA-hURMI trugen, ein besseres Wachstum bei
hoheren Temperaturen als die jeweilige Leervektortransformante (Abb. 32C). Jedoch war die
Suppression der Thermosensitivitit nicht so gut wie in Anwesenheit von HA-URM1I, was
darauf hindeutet, dass hURMI in Hefe nur eine verminderte tRNA-Thiolierung erlaubt.

Zur Bestitigung dieser phénotypischen Tests erfolgte eine massenspektrometrische

Bestimmung der relativen Menge an thioliertem Uridin in urmIA-Zellen, die entweder das

HA-URM1 oder HA-hURM]I enthielten. Wihrend in der Leervektortransformante kein
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mem’s”U nachweisebar war, konnte mit HA-hURMI thioliertes Uridin nachgewiesen werden
(Abb. 33). Eine eingeschriankte tRNA-Thiolierung in Anwesenheit von hURMI lief sich
jedoch auch hier nachweisen, da die relative Menge an gebildetem mem’s*U im Vergleich zur
HA-URM -Transformante nur bei ca. 14% lag.

Demzufolge lassen diese Ergebnisse vermuten, dass hURMI1 in Hefe funktional ist. Trotzdem
scheint jedoch dessen Funktionalitit eingeschrinkt zu sein, da es nur eine verminderte tRNA-

Thiolierung erlaubte.

Abbildung 33: hURM1 ermoglicht eine reduzierte
tRNA-Thiolierung in Hefe.

Nach einer tRNA-Extraktion aus einem wrmlA-Stamm,
der entweder das HA-URMI- oder HA-hURMI-Gen

trug, wurde die relative Menge an mcm’s’U

mcm’s*U/U

0,5
massenspektrometrisch bestimmt. Die mem’s*U-Menge

der HA-URM I-Transformante wurde mit 1 festgelegt. In

| einer Leervektortransformante (urmIA + Vektor) konnte
+ HA-URM1  +Vektor  + HA-hURM1 thioliertes Uridin nicht detektiert werden (n.d.).
| urmiA ‘
[ 120,01 | nd  [0,14£0,01 [mem’s’UL]

2.6.2 Ahpl wird in Hefe durch hURM1 modifiziert

Da das humane Urml-Homolog eine reduzierte tRNA-Thiolierung ermdglichte, wurde
weiterfilhrend untersucht, ob es in Hefe ebenfalls Urmylierung vermitteln kann. Hierfiir
erfolgte eine Analyse der Urmylierung in urmliIA-Zellen, die entweder HA-URMI oder
HA-hURM!1 trugen. Fiir die Stabilisierung moglicher Urm1- und hURMI1-Konjugate erfolgte
die Proteinextraktion aus den entsprechenden Transformanten in Gegenwart von NEM, das
zuvor als Stabilisator der Urmylierung nachgewiesen wurde (Abb. 8).

Tatsdchlich konnte mittels a-HA-Western Blot nicht nur eine Urmylierung mit HA-Urml,
sondern auch mit HA-hURMI1 gezeigt werden. Zusétzlich zu freiem HA-hURMI1 war bereits
nach kurzer Belichtung ein Konjugat nachweisbar, das ca. 40 kDa grof3 war (Abb. 34A).
Dariiber hinaus erlaubte eine lingere Exposition des Films die Detektion weiterer hURMI -
Konjugate, was ein Indiz dafiir ist, dass das humane UrmIl-Homolog in Hefe verschiedene
Proteine modifizieren kann. Da jedoch in Gegenwart von HA-Urml mehr Konjugate
nachweisbar waren als mit HA-hURMI, konnte dies ein Hinweis auf eine verminderte

Effizienz der hURM1-Konjugation in Hefe sein.
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Abbildung 34: Das humane Urm1-Homolog vermittelt Urmylierung in Hefe.

A) hURMI bildet Proteinkonjugate in Hefe. B) hURMI1 modifiziert Ahpl. In den in A) und B) dargestellten
Stammhintergriinden wurde die Bildung von NEM-stabilisierten HA-Urml- oder HA-hURMI1-Konjugaten
mittels EMSA untersucht. Die Western Blots wurden mit a-HA- oder a-Cdc19-Antikdrpern detektiert.

Interessanterweise fand sowohl mit HA-Urm1 als auch mit HA-hURMI1 die Bildung eines ca.
40 kDa groflen Konjugats statt. Der Nachweis eines gleichgroBen Konjugats deutete darauf
hin, dass Urml und hURMI1 in Hefe dasselbe Protein modifizieren. Ein wahrscheinlicher
Kandidat fiir ein gemeinsames Zielprotein war Ahpl (ca. 19,1 kDa), da nach dessen
Modifikation durch HA-Urm1 (ca. 16,5 kDa) oder HA-hURMI1 (ca. 16,8 kDa) ein Konjugat
mit einer ungefidhren Grofle von jeweils ca. 36 kDa nachweisbar sein sollte. Die Konjugation
von Urml an das Peroxiredoxin konnte zuvor bereits mehrfach gezeigt werden. Um zu
bestitigen, dass auch hURMI1 Ahpl modifizieren kann, wurde die Urmylierung mit
HA-hURMI1 zusitzlich in einem ahpIA- und AHPI-c-myc-Hintergrund untersucht. Im
Gegensatz zum WT-Hintergrund konnte das 40 kDa-Konjugat in ahpIA-Zellen mittels a-HA-
Immunoblot nicht detektiert werden (Abb. 34B). Ebenso zeigte sich in AHP-c-myc-Zellen,
dass das Urmylierungssignal nach oben verschoben war. Demzufolge kann davon

ausgegangen werden, dass in Hefe eine Ahpl-Modifikation durch hURM1 stattfindet.
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2.6.3 Fiir die hURM1-Konjugation an Ahp1 wird ebenfalls das Cystein C62 benotigt

Durch die Untersuchung der NEM-stabilisierten Urmylierung verschiedener ahpl-
Punktmutanten konnte unter anderem gezeigt werden, dass das C62 fiir die Modifikation des
Peroxiredoxins benétigt wird und dass es womdglich einen alternativen Lysinrest gibt, der
durch Urm1 modifiziert werden kann, wenn das K32 fehlt (Abb. 14). Da auch das humane
UrmI-Homolog in der Lage war, das Peroxiredoxin zu modifizieren, wurde weiterfithrend
untersucht, ob die verschiedenen Punktmutationen einen vergleichbaren Einfluss auf die
Ahpl-Modifikation durch hURMI haben.

Wiéhrend hURMI1 das nichtmutierte Ahpl in seiner monomeren und dimeren Form
modifizierte, war eine Urmylierung des mutierten ahpl-62S nicht mehr nachweisbar
(Abb. 35). Im Vergleich hierzu fand jedoch immer noch eine Modifikation der ahp1-C31S-
Mutante statt. Daher scheint das C62 im Gegensatz zum C31 auch fiir die hURMI-
Konjugation an Ahpl bendtigt zu werden. Dariiber hinaus war nach Mutation des K32
weiterhin eine verminderte Modifikation des ahp1-K32R oder ahpl-C31S/K32R zu sehen.
Dies deutet zum einen darauf hin, dass Ahpl womdoglich am K32 durch hURM1 modifiziert
wird. Zum anderen zeigt dies aber auch, dass das hURMI nach Verlust des Lysins an einen
alternativen Rest angehéngt werden kann.

Zusammengefasst demonstrieren diese Ergebnisse, dass die verschiedenen Punktmutationen
die Ahpl-Modifikation durch Urm1 oder hURMI auf die gleiche Art und Weise beeinflussen.
Demnach scheint die Urmylierung des Peroxiredoxins durch beide Modifikatoren

mechanistisch gleich zu verlaufen.



2. Ergebnisse Seite |67

—reduzierend— —nicht-reduzierend———
urmi1lahp1A — ——— urm1Adahp1A ——
— |+ |+ |+ |+ |+ |+ |HAhURMT — |+ |+ |+ |+ |+ |+ |HA-RURM
= o= e | == | == | == | = | AHP1 - e e |- | - |- AHPT
= = | o= | o | == | - | - | ahp1-C31S | o= | o= | o [ == | == = |3np1-C31S
o= | o= | o= | e | == | o | = | ahpT1-C31S/K32R o= o= (o= | o= e o == |ahpT-C31S/K32R
(Do | ™= | = | = | = | - - -l- ahp1-C62S kg | ™= | = |- | - - - -|- ahp1-C62S
170 1704
1304 130
1907 100+ .
704 70 -—HA-hURM1-Ahp1-Dimer
55
i HA-hURM1-Ahp1/ >*] | HA-hURM1-Ahp1/
“ == === == “THAhURM1i-ahp1* * i~ gl Fr= HA-hURM1-ahp1*
35+ 35+
25+ 05 -
e —— e === = < HA-hURM1 —— ~= s == = = HAhURM1
-
1559 15
a-HA o-HA
1583 10
8 10
55 = 55
40 40 os _ __Ahp1-Dirr|er/
ahp1*-Dimer
35+ 35 /
25+ 25
N ~—Ahp1/ahp1* - e - -j-—AhpﬂahpT‘
o —— 1 .
15 —_— 5 15 S S —— il

a-Ahp
- eES
a-Cdc19

Abbildung 35: Das C62 wird benétigt, damit Ahpl durch hURM1 modifiziert werden kann.

Die NEM-stabilisierte Konjugation von HA-hURMI an verschiedene ahpl-Punktmutanten wurde unter
reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen untersucht. Die Detektion der Western Blots erfolgte unter
Verwendung von o-HA-, a-Ahpl- und o-Cdcl19-Antikdrpern. Fiir eine iibersichtlichere Darstellung der
modifizierten und unmodifizierten Formen der unterschiedlichen ahpl-Punktmutanten, sind die Mutanten als

ahp1* zusammengefasst.

2.6.4 hURMI modifiziert Uba4

Es konnte demonstriert werden, dass in Hefe eine kovalente Modifikation von Ahpl durch
hURMI erfolgt. Da jedoch neben dem modifizierten Ahpl noch andere hURM1-Konjugate
nachgewiesen wurden, war davon auszugehen, dass weitere Proteine durch das humane
Urml-Homolog in Hefe modifiziert werden. Ein moglicher Kandidat fiir ein weiteres
Zielprotein stellte hierbei das zuvor als Urml-Substrat identifizierte Uba4 dar (Abb. 21).
Demzufolge fand eine Untersuchung der potentiellen Uba4-Modifikation durch hURMI statt.
Zur vergleichenden Analyse der Uba4-Urmylierung wurden HA-URM1 bzw. HA-hURM1 in
Kombination mit dem UBA4-c-myc-Gen in urmIAuba4A-Zellen eingebracht. Proteinextrakte
aus diesen Transformanten wurden mittels a-HA- und a-c-Myc-Immunoblot analysiert. Im
a-HA-Western Blot konnten verschiedene HA-Urml- und HA-hURMI-Konjugate

nachgewiesen werden, die nicht in Stdimmen detektierbar waren, denen UBA4-c-myc fehlte
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(Abb. 36A). Daher scheint auch die Proteinmodifikation durch hURMI1 in Hefe Uba4-
abhéngig zu sein. Mit beiden Modifikatoren lie3 sich ein Konjugat mit einer Gréf3e von ca.
40 kDa nachweisen. Wie zuvor gezeigt, entsprach dieses in seiner Grofle Ahpl, das durch
HA-Urml1 bzw. HA-hURM1 modifiziert wurde. Demnach handelt es sich hierbei vermutlich
jeweils um urmyliertes Ahpl. In Anwesenheit von HA-hURMI1 konnte jedoch noch ein
weiteres hohermolekulares Konjugat detektiert werden, das ca. 130 kDa grof3 war. Da ein
gleichgroBes Signal ebenfalls im a-c-Myc-Western Blot nachweisbar war, kann davon
ausgegangen werden, dass es sich bei diesem Konjugat um Uba4 handelt, welches durch

hURM1 modifiziert wurde.
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Abbildung 36: Uba4 wird in Hefe durch hURM1 urmyliert.
A) hURMI bildet ein Konjugat mit Uba4. B) Urmyliertes Uba4, welches entweder durch Urml oder hUrml

modifiziert wurde, unterscheidet sich im Laufverhalten. Die NEM-stabilisierte Konjugation von HA-Urm1 bzw.
hA-hURMI an Uba4-c-myc wurde mittels EMSA untersucht. Die Auftrennung der Proben erfolgte hierbei auf
unterschiedlich konzentrierten SDS-Polyacrylamidgelen (15% flir A) bzw. 9% fiir B)). Die Immunoblots wurden
mit a—HA, o—c-Myc und 0—Cdc19-Antikdrpern entwickelt. Urmyliertes Uba4 ist ebenso hervorgehoben wie

mutmalBlich modifiziertes Ahpl.

Auch fiir Urm1 konnte die Modifikation von Uba4 bestitigt werden. Dabei schien aber das
durch Urm1 modifizierte Uba4 gréBer zu sein als das durch hURMI modifizierte. Durch
Auftrennung der gleichen Proben auf einem niedrigprozentigen SDS-Polyacrylamidgel
konnte dieser GroBenunterschied bestétigt werden (Abb. 36B). Im a-HA- und a-c-Myc-
Western Blot lief das HA-Urml-Uba4-c-myc-Konjugat bei ca. 120 kDa, wihrend das
HA-hURM1-Uba4-c-myc-Konjugat ungefdhr 110 kDa grof3 war.
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Trotz dieses Unterschieds im Laufverhalten, der ein Hinweis auf eine abweichende
Urmylierungsspezifitit sein konnte, demonstriert dieses Ergebnis, dass das humane Urml-

Homolog in Hefe neben Ahpl auch Uba4 modifizieren kann.
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3. Diskussion

Aufgrund seiner dualen Funktionsweise unterscheidet sich Urm1 von anderen eukaryotischen
UBLs. Zum einen fungiert es als Schwefeltriger, welcher im Zusammenspiel mit weiteren
Proteinen die Thiolierung des wobble-Uridins bestimmter cytoplasmatischer tRNAs vermittelt
(Nakai et al., 2008; Leidel et al., 2009; Noma et al., 2009). Zum anderen wirkt es aber auch
als posttranslationaler Modifikator, der kovalent mit anderen Proteinen verkniipft werden
kann (Furukawa ef al., 2000; Van der Veen et al., 2011). In Anlehnung an die Ubiquitinierung
wird dieser Prozess der Urml-vermittelten Proteinmodifikation als Urmylierung bezeichnet.
Es wurde gezeigt, dass oxidativer Stress die Urm1-Konjugation sowohl in Hefe als auch im
Menschen induziert (Van der Veen et al., 2011). Daher wurde die Urmylierung mit der
oxidativen Stressantwort in Verbindung gebracht. Doch ob die Urml-vermittelte

Proteinmodifikation hierbei tatséchlich eine Rolle spielt, ist jedoch unklar.

3.1 Die Urmylierung von Ahpl ist vermutlich mit dessen peroxidatischen Zyklus

verkniipft

Der Nachweis von Ahpl als Urml-Substrat in Hefe deutet ebenfalls darauf hin, dass die
Urmylierung womdglich an der oxidativen Stressantwort beteiligt ist (Goehring ef al., 2003a).
So stellt Ahpl ein Peroxiredoxin dar, welches in S. cerevisiae vorwiegend an der
Detoxifikation von Alkylhydroperoxiden beteiligt ist (Jeong et al., 1999; Lee et al., 1999a).
Hierbei trégt es vermutlich auf zwei Wegen zu deren Entgiftung bei. Als Peroxiredoxin ist es
in der Lage Alkylhydroperoxide iiber seinen peroxidatischen Zyklus direkt zu reduzieren
(Jeong et al., 1999; Lian et al., 2012). Es wird jedoch vermutet, dass Ahpl zusétzlich noch
eine Signalfunktion besitzt, die vom Transkriptionsfaktor Yap2 abhingig ist (Iwai efal.,
2010). Bisher ist nicht bekannt, wie sich die Urmylierung auf die Funktionsweise von Ahpl
auswirkt. Dementsprechend wurde die Ahpl-Urmylierung im Rahmen dieser Arbeit genauer
untersucht.

Durch Analyse der Ahpl-Modifikation unter nicht-reduzierenden Bedingungen konnte
gezeigt werden, dass das Peroxiredoxin nicht nur als Monomer sondern auch als Dimer
urmyliert vorliegt. Die Dimerisierung von Ahpl erfolgt im Rahmen seines peroxidatischen
Zyklus (Jeong et al, 1999; Lian efal, 2012). Hierbei kommt es nach Oxidation des
peroxidatischen Cysteins (C62) eines Ahpl-Monomers zur Bildung einer intermolekularen

Disulfidbriicke mit dem resolving Cystein (C31) eines anderen Monomers. Der Nachweis
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eines urmylierten Ahpl-Dimers deutet demnach darauf hin, dass die Urmylierung mit dem
peroxidatischen Zyklus des Peroxiredoxins verkniipft ist. Interessanterweise konnte stets nur
eine modifizierte Form des Ahpl-Dimers nachgewiesen werden. Abgeleitet von dessen
ungefdhrer Grofe setzt sich das modifizierte Homodimer vermutlich aus zwei einfach
urmylierten Ahpl-Monomeren zusammen. Eine weitere modifizierte Form des Ahp1-Dimers,
bei der nur eines der Monomere urmyliert vorliegt, konnte nicht detektiert werden. Solch eine
modifizierte Variante konnte jedoch entstehen, wenn die Urml-Konjugation nach der
Dimerisierung des Peroxiredoxins erfolgt. Demnach ist es naheliegend, dass die Ahpl-
Urmylierung noch vor der Bildung des Homodimers stattfindet. Aulerdem deutet das Fehlen
dieser modifizierten Form darauf hin, dass sich immer nur zwei urmylierte Ahpl-Monomere
zusammenfinden, um ein Dimer zu bilden.

Auch die Ergebnisse, die fiir die Urmylierung der verschiedenen akpl-Punktmutanten
erhalten wurden, sind ein Indiz dafiir, dass die Urml-Konjugation vermutlich mit dem
peroxidatischen Zyklus des Peroxiredoxins verkniipft ist. So bewirkte beispielsweise die
Mutation des C31, dass auch in Abwesenheit von NEM eine Urmylierung von Ahpl
nachweisbar war. Es wird vermutet, dass das C31 als resolving Cystein fiir die Bildung des
Ahpl-Homodimers benétigt wird. Das C31 wurde erst vor kurzem durch Lian ef al. (2012) als
das eigentliche resolving Cystein von Ahpl beschrieben. In fritheren Arbeiten wurde davon
ausgegangen, dass das resolving Cystein des Peroxiredoxins an Position 120 (C120) liegt
(Jeong et al., 1999). Dementsprechend zeigten in vitro-Analysen, dass eine C/20S-Mutante
von Ahpl im Gegensatz zu einer C3/S-Mutante nicht mehr katalytisch aktiv war. Lian et al.
(2012) erhielten durch in vitro-Analysen derselben Punktmutanten jedoch ein gegenteiliges
Ergebnis. Durch die phénotypischen Tests, die in der hier vorliegenden Arbeit durchgefiihrt
wurden, konnte die Bedeutung des C31 fiir die Ahpl-Funktion erstmals in vivo demonstriert
werden. So war ahpl-C31S in Hefe nur noch eingeschrinkt in der Lage, t-BOOH zu entgiften.
Dariiber hinaus fiihrte die Mutation des Cysteins zum Ausbleiben der Homodimerisierung von
Ahpl. Diese Ergebnisse bestétigen, dass es sich beim C31 tatsichlich um das resolving
Cystein von Ahp1 handelt. Das Ausbleiben einer Homodimersierung von ahp1-C31S und eine
damit einhergehende erhohte t-BOOH-Sensitivitdt stimmen mit der Erwartung iiberein, dass
ein Verlust des resolving Cysteins den peroxidatischen Zyklus von Ahpl blockiert.
Womdoglich tragt die Blockierung des peroxidatischen Zyklus dazu bei, dass eine NEM-
unabhingige Urmylierung von ahp1-C31S beobachtet wurde. So ist es denkbar, dass Urml

erst dann von Ahpl dekonjugiert, wenn eine Dimerisierung des Peroxiredoxins erfolgt ist.
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Eine Blockierung der Ahpl-Dimerisierung durch Mutation des C31 konnte demnach zu einer

Hemmung der Urm1-Dekonjugation fiihren.

3.2 Der Oxidationsstatus von Ahpl wirkt sich auf dessen Urmylierung aus

Wiéhrend die Ahpl-Urmylierung durch Verlust des C31 stabilisiert wurde, bewirkte eine
Mutation des C62, dass diese nicht mehr nachweisbar war. Als peroxidatisches Cystein ist das
C62 essentiell fiir die Ahpl-Funktion. Dies konnte bereits durch verschiedene in vitro-
Analysen demonstriert werden (Jeong etal., 1999; Lian etal, 2012). Durch die
phénotypischen Tests, die in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, konnte die Bedeutung des
C62 fir die Funktion des Peroxiredoxins erstmals auch in Hefe gezeigt werden.
Dementsprechend waren C62S-Mutanten nicht mehr in der Lage, zur Detoxifikation von
t-BOOH beizutragen. Dies bestitigt, dass das C62 eine essentielle Rolle bei der Reduktion
von Alkylhydroperoxiden spielt. Es wird davon ausgegangen, dass die Reduktion von
Alkylhydroperoxiden iiber die Thiolgruppe des C62 erfolgt (Jeong et al., 1999; Lian et al.,
2012). Hierbei kommt es zur Oxidation des Thiols (-SH), sodass ein Sulfensdurerest (-SOH)
entsteht. Daher sollte eine Oxidation von Ahpl nach Verlust des C62 nicht mehr moglich
sein. Dies konnte auch die Ursache dafiir sein, warum eine Urmylierung des Peroxiredoxins
nach Mutation des C62 nicht mehr nachweisbar war. So ist es durchaus denkbar, dass die
Urmylierung von Ahpl im Zuge der Oxidation des C62 erfolgt. Durch Bestimmung des
Oxidationsstatus des urmylierten Ahp1-Monomers konnte geklart werden, ob eine Oxidation
des Peroxiredoxins tatsdchlich erforderlich ist, damit eine Modifikation durch Urml
stattfindet. In der Tat gibt es Moglichkeiten den Oxidationsstatus von Cysteinresten in
Proteinen zu bestimmen. Hiufig werden hierbei Chemikalien verwendet, die spezifisch mit
Thiol- oder Sulfensdureresten reagieren (Pan und Carroll, 2014). Dimedon ist beispielsweise
eine nukleophile Verbindung, die spezifisch und irreversibel mit Sulfensdureresten reagiert
(Benitez und Allison, 1974). Das DAz-1 als Derivat des Dimedons wurde bereits verwendet,
um in Hefe die H,O,-abhéngige Oxidation der Peroxidase Gpx3 nachzuweisen (Paulsen und
Carroll, 2009). Hierbei wurde Gpx3 mittels Immunoprazipitation aus Hefezellen angereichert,
die zuvor mit DAz-1 behandelt und mit H,O, gestresst wurden (Abb.37A). Nach einer
anschlieBenden Biotinylierung des DAz-1-markierten Gpx3 konnte der modifizierte
Sulfensédurerest darauthin unter Verwendung von Streptavidin-HRP in einem Western Blot
nachgewiesen werden. Durch Abwandlung dieser Methode konnte vermutlich auch der
Oxidationsstatus des urmylierten Ahpl-Monomers bestimmt werden. Nach Anreicherung des

modifizierten Ahpl-Monomers aus DAz-1-behandelten Hefezellen ldsst sich das
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Vorhandensein einer SOH-Gruppe am C62 vermutlich auf analoge Weise mittels Western

Blot iiberpriifen (Abb. 37B).
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Abbildung 37: DAz-1 eignet sich fiir den Nachweis von Sulfensiureresten in Proteinen.

A) Methode zum Nachweis eines Sulfenséurerests (-SOH) in der Peroxidase Gpx3. Hefezellen werden mit
DAz-1 behandelt, welches spezifisch an SOH-Gruppen bindet. Die Zellen werden darauthin aufgeschlossen und
das modifizierte Gpx3 wird mittels Immunoprizipitation angereichert. Uber das angehingte DAz-1 kann Gpx3
anschlieBend biotinyliert werden. Unter Verwendung von Streptavidin-HRP erfolgt die Detektion des
biotinylierten Gpx3 mittels Western Blot. B) Mogliche Methode zum Nachweis eines Sulfensdurerests im
urmylierten Ahpl-Monomer. Um das Vorhandensein einer SOH-Gruppe zu {iiberpriifen, kdnnte wie in A)

verfahren werden. Abbildung verdndert nach Paulsen und Carroll (2009).

Nicht nur eine Mutation des C62 hatte ein Ausbleiben der Ahpl-Urmylierung zur Folge.
Auch in Hefezellen, die mit erhohten t-BOOH-Konzentrationen behandelt wurden, konnte das
modifizierte Peroxiredoxin nicht mehr nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis stimmt mit
fritheren Beobachtungen {iiberein. So wurde durch Goehring efal. (2003a) bereits
demonstriert, dass urmyliertes Ahpl in t-BOOH-behandelten Hefezellen nicht mehr
detektierbar ist. Die Ursache fiir das Ausbleiben der Ahp1-Modifikation konnte hierbei jedoch
nicht bestimmt werden. Durch Iwai ef al. (2010) wurde jedoch gezeigt, dass t-BOOH die
Ahpl-Dimerisierung in Hefe induziert. Demnach wurde vermutet, dass die t-BOOH-
abhingige Hemmung der Ahpl-Urmylierung auf einer verstirkten Dimerisierung des
Peroxiredoxins beruht. So war es denkbar, dass eine t-BOOH-induzierte Ahp1-Dimerisierung
mit einer Deurmylierung des Peroxiredoxins einhergeht. Doch ein solcher Zusammenhang

lie sich durch die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse nicht bestitigen. Denn entgegen den
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Erwartungen korrelierte eine Abnahme in der Ahpl-Urmylierung nicht mit einer Zunahme in
der Dimerisierung des Peroxiredoxins. Tatsdchlich konnte Ahpl unter nicht-reduzierenden
Bedingungen bei hoheren t-BOOH-Konzentrationen nur als Monomer nachgewiesen werden.
Demnach scheint t-BOOH den Oxidationsstatus von Ahpl so zu verdndern, dass eine

Dimerisierung des Peroxiredoxins nicht mehr moglich ist.

31 31
A —— B o b
@X EXx
o SO.H — SOH
62 " 62
t-BOH /b ROH

t-BOOH N— RooHt
31 31
= - SH SH
@X @
—~S0H SO.H
62 X 62
t-BOH | ROH
t-BOOH s ROOH?

7 - 31 62 - ? - 31 62 .
— 0 ! SH HOS o ! SH  HOS
e e @<~ @, + D
= OH ~="~SOH HS ™ ~~ OH —_— oot HS -

.60 »_._:‘ OQ‘

o

<
Q:\ A
31 @0 3l 82 3 00 3 62
= SH ¥ s S—S. e = SH € P
A e OCO® @& @
= ;SZH Thioredoxinsystem S—57 - 6SZH Thiorgfio ystem S=S

62 3 62 3

Abbildung 38: Eine Uberoxidation von Ahp1 wirkt sich wahrscheinlich auf dessen Urmylierung aus.

A) Moglicher Einfluss von t-BOOH auf die Ahpl-Urmylierung. In Hefezellen, die mit t-BOOH gestresst
werden, erfolgt eine verstirkte Oxidation von Ahpl. Durch weitere Oxidation eines Sulfenséurerests (-SOH) am
C62, kommt es zur Bildung von Sulfin- (-SO,H) und Sulfonsdureresten (-SO;H). Solche iiberoxidierten Formen
von Ahpl kénnen vermutlich nicht mehr durch Urm1 modifiziert werden. AuBerdem sind diese nicht mehr in der
Lage, Homodimere zu bilden. Gleichzeitig werden Ahpl-Dimere, die bereits vor der t-BOOH-Behandlung
gebildet wurden, durch das Thioredoxinsystem reduziert. Hierbei geht die Reduktion vermutlich auch mit einer
Deurmylierung von Ahpl einher. B) Mogliches Modell, wie sich der Verlust des Thioredoxinsystems auf die
Ahpl-Urmylierung auswirkt. Nach Verlust des Systems kommt es zu einer Anreicherung endogen gebildeter
ROS. Hierzu zihlen z.B. Alkylhydroperoxide (ROOH). Diese tragen zur Uberoxidation von Ahpl bei. Dies

hemmt nicht nur die Dimersierung, sondern auch die Urmylierung des Peroxiredoxins.

Es ist bekannt, dass bei oxidativem Stress eine Uberoxidation von Cysteinresten erfolgen
kann (Dalle-Donne et al., 2009). Dementsprechend kann ein Sulfensdurerest weiter oxidiert
werden, sodass es zur Bildung eines Sulfin- (-SO,H) oder Sulfonsdurerests (-SOs;H) kommt.
Diese iiberoxidierten Formen sind sehr stabil und konnen auBlerdem keine Disulfidbriicken
mehr mit den Thiolgruppen anderer Cysteine aufbauen. Das Ausbleiben einer Ahpl-
Dimerisierung bei hoheren t-BOOH-Konzentrationen deutet demnach auf eine Uberoxidation

des Peroxiredoxins hin (Abb. 38A). Womdglich wirkt sich eine Uberoxidation von Ahp1 auch
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auf dessen Urmylierung aus. So ist es denkbar, dass durch den Oxidationsstatus des
peroxidatischen Cysteins bestimmt wird, ob eine Urmylierung von Ahpl erfolgt. Eine
einfache Oxidation des C62 konnte ein Signal dafiir sein, dass Urm1 an das Peroxiredoxin
konjugiert. Im Gegensatz dazu konnte die Ahpl-Urmylierung durch eine Uberoxidation des
C62 verhindert werden. Demnach ist es mdglich, dass eine Uberoxidation des Ahpl-
Monomers in t-BOOH-gestressten Hefezellen nicht nur die Dimerisierung sondern auch die
Urmylierung des Peroxiredoxins hemmt.

Eine leichte Hemmung der Ahpl-Urmylierung konnte auch in Mutanten des
cytoplasmatischen = Thioredoxinsystems festgestellt werden. Das cytoplasmatische
Thioredoxinsystem wird bendtigt, um das im peroxidatischen Zyklus gebildete Ahpl-Dimer
zu reduzieren (Iwai et al., 2010; Lian ef al., 2012). Nach Verlust des Systems sollte eine
Reduktion des Dimers nicht mehr moglich sein. Demnach wire eine verstirkte Ahpl-
Dimeriserung zu erwarten. Tatsdchlich war in einer #rx/Atrx2A- und trriA-Mutante mehr
Ahpl-Dimer vorhanden als im WT-Hintergrund. Gleichzeitig lie sich jedoch auch zeigen,
dass generell mehr Ahpl in diesen Mutanten vorlag. Daher ldsst sich die erhohte Menge an
Ahpl-Dimer im trxIAtrx2A- und #rriA-Hintergrund vermutlich dadurch erkldren, dass es in
beiden Mutanten zu einer Induktion der AHPI-Expression kommt. Eine erhdhte Expression
des Peroxiredoxins in einem #rx/Atrx2A- oder trrlA-Stamm ist bereits gezeigt wurden (Ragu
etal., 2014). Vermutlich wird die Induktion der AHPI-Expression hierbei durch den
Transkriptionsfaktor Yapl vermittelt. So ist bekannt, dass AHPI/ ein Zielgen von Yapl
darstellt (Lee et al., 1999b). AuBBerdem wurde demonstriert, dass Yapl in trx/Atrx2A- und
trrIA-Mutanten oxidiert vorliegt und vermehrt im Zellkern akkumuliert (Izawa ef al., 1999;
Delaunay et al., 2000; Ragu et al., 2014). Allgemein sind diese Beobachtungen auch ein
Hinweis dafiir, dass Mutanten des cytoplasmatischen Thioredoxinsystems bereits ohne dufere
Einwirkung oxidativem Stress ausgesetzt sind. In der Tat wird davon ausgegangen, dass es
nach Verlust des Systems zu einer Anreicherung an endogen gebildeten Peroxiden kommt, die
unter anderem zur Oxidation von Proteinen beitragen (Carmel-Harel efal., 2001).
Dementsprechend wurde durch Le Moan et al. (2006) gezeigt, dass bestimmte Proteine in
einer trxIAtrx2AtrrIA-Mutante verstiarkt oxidiert vorliegen. Zu diesen gehorte auch Ahpl.
Hierbei wurde demonstriert, dass es im #rx/Atrx2AtrrIA-Stamm zu einer Anreicherung der
einfach oxidierten Form von Ahpl kommt. Eine mdgliche Uberoxidation des Peroxiredoxins
wurde durch Le Moan et al. (2006) jedoch nicht ndher untersucht. Trotzdem ldsst sich nicht
ausschlieBen, dass eine Uberoxidation von Ahpl nach Verlust des Thioredoxinsystems

stattfindet. Hierdurch konnte beispielsweise erkliart werden, warum die beobachtete Ahpl-
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Dimerisierung im trx/Atrx2A- und trriA-Hintergrund nicht so stark ausfiel wie eigentlich
erwartet. Vermutlich kommt es durch eine Anreicherung von endogen gebildeten Peroxiden
in beiden Mutanten zu einer verstirkten Uberoxidation von Ahpl-Monomeren (Abb. 38B).
Dies hat womoglich zur Folge, dass diese nicht mehr in der Lage sind, Homodimere zu
bilden. Gleichzeitig konnte durch eine Uberoxidation auch erklirt werden, warum die Ahp1-
Urmylierung im #rx/Atrx2A- und trriA-Hintergrund gehemmt war. Denn wie bereits
beschrieben, konnte nicht nur die Dimerisierung, sondern auch die Urmylierung des
Peroxiredoxins durch eine Uberoxidation verhindert werden.

Interessanterweise zeigte sich, dass das cytoplasmatische Thioredoxinsystem fiir die t-BOOH-
abhingige Hemmung der Ahpl-Dimerisierung und -Urmylierung bendtigt wird. In einem
trrIA-Hintergrund konnte nach t-BOOH-Behandlung nicht nur eine verstirkte Dimerisierung
von Ahpl festgestellt werden. Es lieB sich ebenfalls beobachten, dass die Urmylierung des
Peroxiredoxins nach Behandlung mit dem oxidativen Stressor weitestgehend unverdndert
blieb. Somit bestitigen diese Ergebnisse zum einen, dass das cytoplasmatische
Thioredoxinsystem eine wichtige Rolle bei der Reduktion des Ahpl-Dimers spielt. Zum
anderen sind diese Beobachtungen jedoch auch ein Hinweis dafiir, dass das System
womoglich zur Deurmylierung von Ahpl beitrdgt. So ist es denkbar, dass Ahpl erst dann
deurmyliert wird, wenn es als Dimer durch das cytoplasmatische Thioredoxinsystem reduziert
wurde. Wenn das System wie im #r/A-Hintergrund nicht funktional ist, kann eine Reduktion
des urmylierten Ahpl-Dimers nicht stattfinden, wodurch in Folge dessen eine Dekonjugation
von Urm1 ausbleibt. Es ist aber auch moglich, dass sich ein Verlust des cytoplasmatischen
Thioredoxinsystems negativ auf die Aktivitit von Enzymen auswirkt, welche -eine
Deurmylierung von Ahpl vermitteln. Deurmylierende Enzyme konnten bisher jedoch nicht
nachgewiesen werden. Demnach ist es nicht klar, wie eine Urm1-Dekonjugation erfolgt. Doch
insbesondere die Untersuchungen zur t-BOOH-abhangigen Hemmung der Ahp1-Urmylierung
deuten darauf hin, dass es durchaus spezifische Enzyme gibt, die eine Deurmylierung
vermitteln. Fiir die Dekonjugation von Ubiquitin sind sogenannte DUBs verantwortlich. Die
meisten DUBs stellen Proteasen dar, die iiber ein katalytisches Cystein in ihrem aktiven
Zentrum verfiigen (Komander, 2010). Es ist bekannt, dass spezifische DUBs durch Oxidation
ihres katalytischen Cysteins inaktiviert werden (Cotto-Rios ef al., 2012; Kulathu et al., 2013).
Die Inaktivierung eines putativen deurmylierenden Enzyms konnte auf dhnliche Weise
erfolgen. Das cytoplasmatische Thioredoxinsystem konnte hierbei dazu beitragen, dass eine
Oxidation solcher Enzyme verhindert oder riickgingig gemacht wird. Wenn Hefemutanten

mit einem funktionslosen Thioredoxinsystem oxidativem Stress in Form von t-BOOH
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ausgesetzt sind, konnte es daher zu einer verstirkten Oxidation und Inaktivierung
deurmylierender Enzyme kommen. Dies wire ebenfalls eine Erklarung dafiir, warum keine

t-BOOH-abhingige Hemmung der Ahp1-Urmylierung im t7r/A-Hintergrund feststellbar war.

3.3 Der Einfluss der Urmylierung auf die Ahpl-Funktion bleibt ungeklirt

Anhand der erhaltenen Ergebnisse ist folgendes Modell fiir die Ahpl-Urmylierung
vorstellbar: Zu Beginn wird Ahpl in seiner monomeren Form durch Urml modifiziert
(Abb. 39). Hierbei spielt der Oxidationsstatus des C62 vermutlich eine wichtige Rolle. Das
Peroxiredoxin wird wahrscheinlich erst dann urmyliert, wenn die Thiolgruppe des C62 durch
Oxidation zu einem Sulfensdurerest umgesetzt wurde. Durch Uberoxidation des Cysteinrests
konnte eine Modifikation von Ahpl jedoch verhindert werden. Nach der Urmylierung kann
eine Dimerisierung des Peroxiredoxins stattfinden, wobei anscheinend immer nur zwei
urmylierte Ahpl-Monomere ein Homodimer bilden. Die Reduktion des urmylierten Dimers
erfolgt daraufhin iiber das cytoplasmatische Thioredoxinsystem. Dies geht wahrscheinlich mit

einer Deurmylierung von Ahp1 einher.
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Allgemein deutet dieses Modell darauf hin, dass die Urmylierung in den peroxidatischen
Zyklus von Ahpl eingreifen konnte. Durch Van der Veen et al. (2011) wurde beschrieben,
dass das Peroxiredoxin am K32 durch Urml kovalent modifiziert wird. So fiihrte eine
Mutation des Lysins zu einem Ausbleiben der Ahp1-Modifikation. Ein mdglicher Einfluss der
Mutation auf die Ahpl-Funktion wurde hierbei jedoch nicht ndher untersucht. Deshalb
wurden in der hier vorliegenden Arbeit phinotypische Tests durchgefiihrt, um zu iiberpriifen,
ob sich eine Mutation des K32 auf die Funktionalitit des Peroxiredoxins auswirkt. In den
phénotypischen Untersuchungen zeigte sich jedoch, dass eine K32R-Mutante ebenso gut zur
Detoxifikation von t-BOOH beitragen kann wie WT-Ahpl. Es konnte aber auch demonstriert
werden, dass eine Urmylierung des Peroxiredoxins trotz Mutation des K32 weiterhin moglich
war. Hierbei war die Effizienz der Urm1-Konjugation zwar herabgesetzt, trotzdem ist dies ein
Indiz dafiir, dass Ahpl womdglich noch an anderen Lysinresten urmyliert werden kann. Auch
fiir Ubiquitin ist bekannt, dass es in der Lage ist, alternative Lysinreste in Zielproteinen zu
modifizieren. In Hefe erfolgt beispielsweise eine Ubiquitinierung des Transkriptionsfaktors
Rpn4 vorzugsweise am Lysin an Position 187 (K187) (Ju und Xie, 2006). Hierbei wird durch
Modifikation des K187 der proteasomale Abbau von Rpn4 vermittelt. Wenn das Lysin fehlt,
kann Ubiquitin aber auch an andere Lysinreste angehidngt werden. Neben dem K187 wurden
fiinf weitere Lysine nachgewiesen, an denen eine Ubiquitinierung von Rpn4 stattfinden kann.
Hierbei tragt eine Modifikation dieser Lysinreste ebenfalls zum proteasomalen Abbau von
Rpn4 bei.

Da Ahpl vermutlich an alternativen Lysinresten modifiziert werden kann, erlauben die
phédnotypischen Untersuchungen zur K32R-Mutante keine Aussage darliber, ob die
Urmylierung die Funktionalitit des Peroxiredoxins beeintrachtigt. Es konnte aber
demonstriert werden, dass ein Verlust von URM1 generell keinen Einfluss auf die t-BOOH-
Sensitivitdt hat. Auch Goehring et al. (2003a) kamen bereits zu einem vergleichbaren
Ergebnis. So wurde gezeigt, dass die t-BOOH-Sensitivitét einer urm/A-Mutante im Vergleich
zu einem WT-Hefestamm unverindert ist. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die
Urmylierung allgemein keine Rolle bei der Entgiftung von t-BOOH spielt. Demnach tragt
diese auch nicht zu einer effizienten Reduktion von t-BOOH durch Ahpl bei. Somit bleibt
unklar, ob die Urmylierung einen Einfluss auf die Funktionalitdt von Ahpl hat.

Auch insgesamt ist weiterhin offen, welche mogliche Rolle die Urmylierung bei der
oxidativen Stressantwort spielt. In Hefe und in menschlichen Zellen kann die Urml-
Konjugation durch verschiedene oxidative Stressoren induziert werden (Van der Veen et al.,

2011). Dies fiihrte zu der Annahme, dass Urm1 Proteine markiert, die durch ROS beschidigt
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wurden. Demnach konnte der Urmylierung eine Signalfunktion zukommen, durch die in der
Zelle eine verstarkte Oxidation von Proteinen angezeigt wird. Auch die vermutete
Ahpl-Uberoxidation nach t-BOOH-Behandlung stellt eine ROS-vermittelte Beschidigung
dar. Denn die Uberoxidation von Ahpl ist ein irreversibler Prozess, der eine Inaktivierung des
Peroxiredoxins zur Folge hat. Trotzdem fiihrte die t-BOOH-vermittelte Uberoxidation nicht
zu einer verstirkten, sondern zu einer gehemmten Urmylierung von Ahpl. Somit spricht
dieses Ergebnis eher gegen die Vermutung, dass Urml Proteine markiert, die durch ROS
beschidigt wurden. Alternativ wurde ebenfalls vorgeschlagen, dass die Urmylierung bei
oxidativem Stress eine Schutzfunktion ausiiben konnte (Van der Veen et al., 2011). So ist es
beispielsweise denkbar, dass diese eine dhnliche Funktion besitzt wie die
S-Glutathionylierung. Die S-Glutathionylierung stellt eine Form der posttranslationalen
Modifikation dar, bei der es durch den Aufbau von Disulfidbriicken zu einer Verkniipfung
von GSH mit Cysteinresten in Proteinen kommt (Dalle-Donne et al., 2009). Hierdurch werden
die modifizierten Cysteine vor Uberoxidation geschiitzt (Lillig efal, 2003). Auf
vergleichbare Weise konnte eine Urml-Konjugation eine Oxidation von Lysinresten
verhindern. Des Weiteren ist es aber ebenfalls moglich, dass die Urmylierung zu einer
effizienteren Reduktion von oxidierten Proteinen beitrdgt. Hierbei konnte eine Urml-
Konjugation dazu fiithren, dass oxidierte Proteine besser mit Enzymen interagieren, die deren
Reduktion vermitteln. Somit wiirde der Urmylierung eine dhnliche Funktion zukommen wie
beispielsweise der Ubiquitinierung oder SUMOylierung. Denn auch diese Modifikationen
konnen Protein-Protein-Interaktion beeinflussen (Steinacher und Schér, 2005; Husnjak et al.,
2008). In der Tat deuten Strukturanalysen des Ahpl-Homodimers darauf hin, dass sich eine
Urmylierung des Peroxiredoxins am K32 auf dessen Interaktion mit Thioredoxinen auswirkt
(Lian et al., 2012). Es wird jedoch vermutet, dass diese Interaktion eher gehemmt wird, wenn
eine Modifikation am K32 erfolgt. Da aber gezeigt werden konnte, dass das Peroxiredoxin
wahrscheinlich noch an alternativen Lysinresten urmyliert werden kann, bleibt fraglich, ob die

Urmylierung tatséchlich einen Einfluss auf diese Interaktion hat.

3.4 Beide Urml-Funktionen sind mechanistisch miteinander verkniipft

Der Aktivierungsmechanismus von Urm1 unterscheidet sich von dem anderer eukaryotischer
UBLSs. So umfasst die Aktivierung des Modifikators die Bildung eines Urm1-Thiocarboxylats
(Schmitz et al., 2008). Es wurde nachgewiesen, dass das thiocarboxylierte Urm1 nicht nur als
Substrat fiir die tRNA-Thiolierung dient, sondern wahrscheinlich auch in die Urmylierung

eingeht (Leidel et al., 2009; Noma et al., 2009; Van der Veen ef al., 2011). Dies fiihrte zu der
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Annahme, dass die Urmylierung durch denselben Schwefeltransferweg vermittelt wird, der
ebenfalls zur tRNA-Thiolierung beitrdgt. Doch eine solche mechanistische Verkniipfung
beider Urm1-Funktionen konnte bisher nicht bestitigt werden.

Um dies zu iiberpriifen, wurde unter anderem untersucht, ob die Urmylierung Schwefel-
abhingig ist. Fiir die Urml-vermittelte tRNA-Thiomodifikation konnte bereits eine
Schwefelabhidngigkeit nachgewiesen werden (Laxman efal, 2013). So ging die tRNA-
Thiolierung zuriick, wenn Hefezellen in Medium angezogen wurden, dem die Aminosduren
Cystein oder Methionin als Schwefelquellen fehlten. Tatsdchlich konnte auch fiir die Urm1-
Konjugation eine Schwefelabhéngigkeit demonstriert werden. Dementsprechend war eine
Abnahme in der Urmylierung zu beobachten, wenn Hefezellen in Methionin-freiem Medium
inkubiert wurden. Eine Schwefelabhingigkeit beider Urml-Funktionen unterstiitzt die
Annahme, dass diese mechanistisch miteinander verkniipft sind. Vermutlich kommt es bei
Schwefelmangel zu einem Riickgang in der Thiocarboxylierung von Urml, wodurch die
tRNA-Thiolierung und wahrscheinlich auch die Urmylierung gehemmt werden. Dieser
Riickgang geht womdoglich darauf zuriick, dass weniger Schwefel fiir die Bildung des Urm1-
Thiocarboxylats bereitsteht. Es konnte aber ebenfalls gezeigt werden, dass Schwefelmangel in
Hefe zu einer Reduktion der Uba4-Menge fiihrt (Laxman ef al., 2013). Da Uba4 fir die
Urm1-Aktivierung essentiell ist, sollte dessen Reduktion auch zu einer eingeschrinkten
Thiocarboxylierung des Modifikators fiihren. Demnach scheint die Bildung des Urml-
Thiocarboxylats, auf unterschiedliche Weise reguliert zu werden. Vermutlich ist es fiir Hefen
von Vorteil, die Urml-Thiocarboxylierung an die Schwefelverfiigbarkeit anzupassen. So
erlaubt dies beispielsweise eine Regulation der tRNA-Thiolierung. Eine Verminderung der
tRNA-Thiomodifikation trdgt wahrscheinlich dazu bei, dass Hefezellen Schwefelmangel
besser Tiiberstehen konnen (Laxman efal., 2013). Zum einen beeinflusst dies die
Genexpression und das Zellwachstum. Zum anderen wird durch einen Riickgang der tRNA-
Thiolierung der Schwefelverbrauch auch allgemein reduziert. Dies hat womdglich zur Folge,
dass mehr Schwefel fiir andere physiologische Prozesse bereitgestellt wird. Es bleibt fraglich,
welche Auswirkung eine verminderte Urmylierung bei Schwefelmangel hat. Allgemein
konnte dies ebenfalls dazu beitragen, dass der Schwefelverbrauch in der Zelle reduziert wird.
Es ist aber auch moglich, dass sich ein Riickgang der Urmylierung auf die Aktivitdt
bestimmter Proteine auswirkt.

Nicht nur bei Schwefelmangel, sondern auch in einem fum/A-Hintergrund kam es zu einer
Reduktion der Urmylierung. Tuml ist eine Schwefeltransferase, die einen indirekten

Schwefeltransport von Nfsl auf Uba4 vermittelt (Noma et al., 2009). Dementsprechend spielt
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es eine wichtige Rolle bei der Bildung des Urm1-Thiocarboxylats. Es ist bekannt, dass ein
Verlust von Tuml die Urml-Thiocarboxylierung drastisch einschriankt. Dies konnte unter
anderem dadurch gezeigt werden, dass in einer fumlIA-Hefemutante nur noch eine stark
reduzierte tRNA-Thiolierung moglich ist (Huang ef al., 2008). Dieses Ergebnis konnte in
dieser Arbeit reproduziert werden. Demnach ist es wahrscheinlich, dass auch die verminderte
Urmylierung im tumlIA-Hintergrund auf eine eingeschrinkte Urml-Thiocarboxylierung
zuriickgeht. Diese Befunde deuten nicht nur auf eine mechanistische Verkniipfung beider
Urm1-Funktionen hin. Gleichzeitig sind diese Ergebnisse auch der erste direkte Hinweis
dafiir, dass die Urmylierung durch denselben Schwefeltransferweg vermittelt wird, der
ebenfalls zur tRNA-Thiolierung beitrdgt. Es wird vermutet, dass die eingeschriankte tRNA-
Thiolierung, die im fumIA-Hintergrund vorhanden ist, auf einen direkten Schwefeltransfer
zwischen Nfsl und Uba4 zuriickgeht. Solch eine direkte Schwefeliibertragung zwischen
beiden Proteinen konnte durch in vitro-Analysen bereits demonstriert werden (Noma ef al.,
2009). Da die Urm1-Konjugation vermutlich iiber denselben Schwefeltransferweg vermittelt
wird wie die tRNA-Thiolierung, geht wahrscheinlich auch die nachweislich drastisch
reduzierte Urmylierung im fumIA-Hintergrund auf diesen direkten Schwefeltransport zurtick.
Nfsl steht als Cysteindesulfurase am Anfang des Urm1-Wegs (Nakai et al., 2008; Noma
et al., 2009). Es entzieht der Aminosdure Cystein den Schwefel, der spéter fiir die Bildung des
Urml-Thiocarboxylats verwendet wird. Ohne Nfsl sollte daher auch keine
Thiocarboxylierung des Modifikators moglich sein. Da die Urmylierung anscheinend ebenso
von der Bildung des Urml-Thiocarboxylats abhingig ist wie die tRNA-Thiolierung, sollte
nach Verlust von Nfsl keine Urml-Konjugation mehr stattfinden. Nfsl ist jedoch ein
essentielles Protein. Es versorgt nicht nur den Urm1-Weg mit Schwefel, sondern ist auch an
der Thiolierung mitochondrialer tRNAs und der Bildung von Eisen-Schwefel-clustern
beteiligt (Li et al., 1999; Nakai et al., 2004). Dementsprechend ist eine nfs/A-Mutante nicht
lebensfahig (Kolman und Soll, 1993). Bei bisherigen Untersuchungen zur Aufklérung der
Nfsl-Funktion wurden héufig Hefestimme verwendet, bei denen das Gen der
Cysteindesulfurase unter der Kontrolle eines GALI-Promotors stand (Kispal et al., 1999;
Nakai ef al., 2001). Dieser erlaubt eine Hemmung der NFS/-Expression bei Wachstum auf
Glukose-haltigem Medium. Ein solcher Stamm konnte ebenfalls verwendet werden, um den
Einfluss von Nfsl auf die Urmylierung niher zu untersuchen. Hierdurch liee sich vermutlich
kldren, ob die Thiocarboxylierung von Urm1 wirklich erforderlich ist, damit der Modifikator
an andere Proteine angehidngt werden kann. Denn es ist durchaus moglich, dass die

Urmylierung bestimmter Proteine Schwefel-unabhidngig erfolgt. So scheint zumindest die
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Modifikation von Uba4 durch einen alternativen Weg vermittelt zu werden, bei dem die
Bildung eines Urm1-Thiocarboxylats nicht erforderlich ist. Dementsprechend konnte gezeigt
werden, dass ein Verlust von Tum1 keinen Einfluss auf die Uba4-Urmylierung hat. Trotzdem
scheint fiir die Modifikation der meisten Proteine die Bildung eines Urm1-Thiocarboxylats
notwendig zu sein. Es bleibt jedoch offen, was mit dem im Thiocarboxylat eingebauten
Schwefel passiert, wenn Urm1 an andere Proteine angehingt wird. Bei der tRNA-Thiolierung
wird der Schwefel dafiir verwendet, um am wobble-Uridin der tRNAs tQUUG, tEYYC und
tKY'Y eine Thiogruppe aufzubauen (Nakai ef al., 2008; Leidel ef al., 2009; Noma et al.,
2009). Bei der Urmylierung kommt es vermutlich zur Entstehung einer Isopeptidbindung
zwischen Urml und einem Lysinrest im entsprechenden Zielprotein (Van der Veen et al.,
2011). Eine solche Bindung enthélt aber keinen Schwefel. Es ist denkbar, dass die
Urmylierung im Zuge der tRNA-Thiolierung erfolgt. Dementsprechend konnte ein Urml-
Thiocarboxylat seinen Schwefel zuerst fiir die tRNA-Thiolierung bereitstellen, bevor es
anschlieBend in die Urmylierung eingeht. Doch eine solche direkte Kopplung beider Urm1-
Funktionen lie} sich nicht zeigen. Denn in einem ncs2A- oder ncs6A-Hintergrund, wo eine
tRNA-Thiomodifikation nicht mehr mdglich sein sollte, blieb die Urmylierung unverandert.

Auch Goehring et al. (2003b) kamen bereits zu einem vergleichbaren Ergebnis.
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Abbildung 40: Méglicher Mechanismus fiir die Konjugation von Urm1 an Zielproteine.

Fir die Generierung des Urml-Thiocarboxylats wird der Urml-Weg bendtigt. Dieser vermittelt einen
Schwefeltransfer von Cystein auf Urml. Das erzeugte Thiocarboxylat kann mit Zielproteinen verkniipft
werden. Im ersten Schritt wird es iiber eine Acyldisulfidbindung mit einem Cysteinrest im Substrat verkniipft.
AnschlieBend erfolgt eine Ubertragung von Urml auf einen Lysinrest, wobei es zur Ausbildung einer

Isopeptidbindung kommt. Der vom Thiocarboxylat eingebrachte Schwefel verbleibt als Persulfid am Cystein.

Demnach gibt es vermutlich einen alternativen Akzeptor, an den das Urm1-Thiocarboxylat
seinen Schwefel abgibt. Dies konnte z.B. auch das Protein sein, mit dem Urml kovalent
verkniipft wird. Hierbei wire es beispielsweise moglich, dass der Schwefel auf einen
Cysteinrest im Zielprotein iibertragen wird. Dies hitte zur Folge, dass es an diesem Cystein

zur Entstehung eines Persulfids kommt (Abb. 40). Ein solcher Schwefeltransfer sollte noch
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vor dem Aufbau einer Isopeptidbindung zwischen Urm1 und einem Lysinrest im Zielprotein
erfolgen. Hierbei wire zu erwarten, dass es dhnlich wie bei der Aktivierung des Modifikators
durch Uba4 kurzzeitig zur Entstehung einer Acyldisulfidbindung zwischen Urm1 und dem
jeweiligen Cysteinrest im Zielprotein kommt. In der Tat konnte in dieser Arbeit demonstriert
werden, dass Urml in Hefe PME-sensitive Konjugate bildet. Demnach besteht die
Moglichkeit, dass der Modifikator auch mit Cysteinresten in Zielproteinen verkniipft wird. Es
lasst sich aber nicht ausschlieBen, dass die nachgewiesenen PME-sensitiven Konjugate darauf
zuriickgehen, dass urmylierte Proteine {iber Disulfidbriicken mit anderen Proteinen
interagieren. So konnte beispielsweise das abundanteste fME-sensitive Konjugat als das
urmylierte Ahpl-Homodimer identifiziert werden. Trotzdem bleibt bei einer tatsichlich
stattfindenden Cysteinmodifikation durch Urml fraglich, ob diese unter Ausbildung einer
Acyldisulfid- oder Thioesterbindung erfolgt. Fiir das Ubiquitin wurde bereits gezeigt, dass es
nicht nur an Lysin-, sondern auch an Cysteinreste angehingt werden kann (Cadwell und
Coscoy, 2005; Williams et al., 2007). Wahrscheinlich kommt es hierbei jedoch zum Aufbau
einer Thioesterbindung. Demnach konnte auch Urm1 vorzugsweise liber eine solche Bindung

mit Cysteinresten verkniipft werden.

3.5 Der Mechanismus der Urm1-Aktivierung ist komplexer als bisher angenommen

Das El-dhnliche Enzym Uba4 ist essentiell fiir die Aktivierung von Urm1 (Furukawa et al.,
2000; Nakai et al., 2008; Leidel et al., 2009; Noma et al., 2009). Mit der N-terminalen
MoeBD und der C-terminalen RHD umfasst es zwei Doménen (Schmitz et al., 2008; Leidel
etal., 2009; Noma et al., 2009). Wihrend die MoeBD womdglich die Adenylierung von
Urml vermittelt, ist die RHD an der Thiocarboxylierung des Modifikators beteiligt. In beiden
Dominen konnte jeweils ein katalytischer Cysteinrest nachgewiesen werden, der fiir die
Urm1-Aktivierung notwendig zu sein scheint (Furukawa et al., 2000; Schmitz et al., 2008).
So wurde gezeigt, dass eine Mutation des C225 in der MoeBD oder des C397 in der RHD zu
einem Ausbleiben der tRNA-Thiolierung und Urmylierung in vivo fiihrt (Furukawa et al.,
2000; Leidel et al., 2009; Noma et al., 2009; Van der Veen et al., 2011). Doch im Gegensatz
dazu konnte in dieser Arbeit demonstriert werden, dass diese Cysteine nicht essentiell fiir die
Urml-Aktivierung sind. Denn nach einzelner oder kombinierter Mutation beider Cysteine,
war eine eingeschrinkte Urmylierung und tRNA-Thiolierung weiterhin moglich. Demnach
scheint die Urm1-Aktivierung komplexer zu sein als bisher angenommen.

Das C225 von Uba4 ist konserviert auch in den E1-Enzymen anderer eukaryotischer UBLs zu

finden (Furukawa ef al., 2000). Dementsprechend wurde urspriinglich davon ausgegangen,
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dass Uba4 dhnlich funktioniert wie diese E1-Enzyme. So wurde vermutet, dass es bei der
Urml-Aktivierung zum Aufbau einer Thioesterbindung zwischen dem C225 und dem
C-Terminus des Modifikators kommt. In der Tat scheinen beide Proteine iiber eine DTT-
sensitive Bindung miteinander verkniipft zu werden (Furukawa et al., 2000). Vermutlich
handelt es sich hierbei jedoch um eine Acyldisulfidbindung, die zwischen dem C397 der
Uba4-RHD und dem C-Terminus von Urml aufgebaut wird. Diese Vermutung beruht unter
anderem auf in vitro-Analysen. So wurde durch Schmitz et al. (2008) demonstriert, dass Uba4
eine Thiocarboxylierung von Urml vermitteln kann, wenn Natriumthiosulfat als alleinige
Schwefelquelle vorliegt. Hierbei konnte aber ebenfalls nachgewiesen werden, dass das C225
im Unterschied zum C397 fiir die Bildung des Urml-Thiocarboxylats nicht essentiell ist.
Daher ist unklar, welche genaue Rolle das C225 bei der Urm1-Aktivierung spielt. Zumindest
alle bisher in vivo durchgefiihrten Untersuchungen deuten darauf hin, dass dieser Cysteinrest
durchaus fiir die Aktivierung des Modifikators von Bedeutung ist (Furukawa et al., 2000;
Leidel et al., 2009; Noma et al., 2009; Van der Veen et al., 2011). Auch die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Analysen bestdtigen dies. Doch im Gegensatz zu fritheren Untersuchungen
lie sich zeigen, dass das C225 nicht essentiell fiir die Uba4-Funktion ist. Es wird vermutet,
dass das C225 zur Auflosung der Acyldisulfidbindung beitrdgt, welche im Zuge des
Schwefeltransfers zwischen dem C397 und Urml gebildet wird (Matthies et al, 2004;
Schmitz et al., 2008). Hierbei konnte es eine reduktive Spaltung dieser Bindung vermitteln.
Dies hitte zum einen zur Folge, dass das Urm1 in seiner thiocarboxylierten Form freigesetzt
wird. Zum andern sollte es zur Entstehung einer intramolekularen Disulfidbriicke zwischen
dem C225 und dem C397 kommen. Fiir die Wiederherstellung von aktivem Uba4 wire aber
im Anschluss daran eine Reduktion der Disulfidbriicke erforderlich. Es wird davon
ausgegangen, dass eine solche Reduktion durch das cytoplasmatische Thioredoxinsystem
vermittelt werden konnte. Der Nachweis, dass das C225 nicht essentiell fiir die Urml-
Aktivierung ist, deutet darauf hin, dass die reduktive Spaltung der Acyldisulfidbindung
vermutlich noch auf einem anderen Weg erfolgt. Demnach konnten auch alternative
Cysteinreste im Uba4 an dieser Reaktion beteiligt sein. Trotzdem ist es aber auch moglich,
dass das C225 keine Rolle bei der Auflosung der Acyldisulfidbindung spielt. in vitro-
Analysen mit einer C2254-Mutante von Uba4 haben gezeigt, dass diese eine eingeschriankte
Urml-Adenylierung vermittelt (Schmitz et al., 2008). Daher konnte die reduzierte Urml-
Aktivierung nach Mutation des Cysteins ebenfalls auf eine gehemmte Adenylierung des

Modifikators zuriickgehen.
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Alle bisher durchgefiihrten Untersuchungen deuten darauf hin, dass das C397 von Uba4 fiir
die Urm1-Aktivierung essentiell ist (Schmitz et al., 2008; Leidel ef al., 2009; Noma et al.,
2009; Vander Veen et al., 2011). Dementsprechend wird davon ausgegangen, dass eine
Thiocarboxylierung von Urm1 nicht mehr moglich ist, wenn dieser Cysteinrest fehlt. Es wird
vermutet, dass es in Folge des Schwefeltransfers auf Uba4 zur Entstehung eines Persulfids am
C397 kommt, welches die Ausbildung einer Acyldisulfidbindung mit Urm1 erlaubt (Schmitz
et al., 2008; Leidel et al., 2009; Noma et al., 2009). Erst durch Auflésung dieser Bindung
wird thiocarboxyliertes Urm1 freigesetzt, welches entweder in die tRNA-Thiolierung oder
Urmylierung eingehen kann (Leidel et al., 2009; Noma et al., 2009; Van der Veen et al.,
2011). Trotzdem lieB sich in dieser Arbeit nachweisen, dass nach Mutation des C397
weiterhin eine verminderte Urmylierung und tRNA-Thiolierung in Hefe stattfindet. Diese
Ergebnisse demonstrieren, dass das C397 fiir die Urml-Aktivierung womdglich nicht
essentiell ist. Somit existiert vermutlich noch ein weiterer Weg, der unabhédngig von diesem
Cystein zur Urm1-Thiocarboxylierung beitridgt. So ist es beispielsweise denkbar, dass es in
der Uba4-RHD neben dem C397 einen weiteren Cysteinrest gibt, der am Schwefeltransfer auf
Urml beteiligt ist. Doch, wie bereits erwihnt, konnte in vitro demonstriert werden, dass eine
Mutation des C397 zu einem Ausbleiben der Urm1-Thiocarboxylierung fiihrt (Schmitz et al.,
2008). Demnach ist der Schwefeltransfer, der iiber die RHD verlduft, vermutlich allein vom
C397 abhéngig. Somit ldsst sich wahrscheinlich ausschlieBen, dass es in der RHD einen
weiteren Cysteinrest gibt, welcher an der Urml-Thiocarboxylierung beteiligt ist. Der
Schwefeltransfer auf Urm1, der auch nach Mutation des C397 weiterhin in vivo vorhanden ist,
scheint daher nicht iiber diese Domine zu erfolgen.

Tatsdchlich konnte demonstriert werden, dass Uba43ys, dem die C-terminale RHD
vollstandig fehlt, weiterhin eine eingeschrankte Urmylierung und tRNA-Thiolierung in Hefe
erlaubt. Demnach ist eine Thiocarboxylierung des Modifikators auch ohne die RHD mdoglich.
Trotzdem bleibt unklar, wie in diesem Fall ein Schwefeltransfer auf Urm1 vermittelt wird. Bei
den prokaryotischen Schwefeltragerproteinen MoaD und ThiS erfolgt die Aktivierung durch
das jeweilige El-dhnliche Enzym MoeB bzw. ThiF (Taylor ef al., 1998; Leimkiihler et al.,
2001b). Diese unterscheiden sich von Uba4, weil sie iiber keine C-terminale RHD verfligen
(Abb. 41) (Furukawa et al., 2000; Noma et al., 2009). Trotzdem sind sie ebenfalls an der
Thiocarboxylierung des entsprechenden Schwefeltrdgerproteins beteiligt (Taylor ef al., 1998;
Rudolph et al., 2001). Doch wihrend MoeB bei dieser Reaktion wahrscheinlich nur die
Adenylierung von MoaD vermittelt, tragt ThiF zusitzlich noch direkt zum Schwefeltransfer

auf ThiS bei. So wurde gezeigt, dass es zum Aufbau einer Acyldisulfidbindung zwischen
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ThiS und einem zuvor am katalytischen Cystein von ThiF gebildeten Persulfid kommt (Xi
et al., 2001). Eine vergleichbare Form der Verkniipfung zwischen MoeB und MoaD konnte
nicht nachgewiesen werden (Leimkiihler et al., 2001b). Doch vermutlich geht MoaD eine
Acyldisulfidbindung mit einer separaten Schwefeltransferase ein, was schlussendlich

ebenfalls zu dessen Thiocarboxylierung fiihrt (Leimkiihler et al., 2001a; Dahl et al., 2011).
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Abbildung 41: Sequenzvergleich von Uba4-homologen Proteinen aus Eu- und Prokaryoten.

Neben einem Sequenzabgleich von Uba4 mit homologen Proteinen aus Eu- und Prokaryoten (S.c. =
Saccharomyces cerevisiae; H.s. = Homo sapiens; A.t. = Arabidopsis thaliana; H.v. = Haloverax volcanii; T.t. =
Thermus thermophilus) erfolgte auch ein Abgleich mit MoeB und ThiF aus Escherichia coli (E.c.). Die MoeBD
(blau) und die RHD (rot) sind farblich hervorgehoben. Auflerdem sind die vermuteten katalytischen Cysteinreste
beider Domidnen gekennzeichnet. Fiir Uba4 sind dies das C225 (MoeBD) und das C397 (RHD). Weille
Buchstaben mit schwarzen Hintergrund sind Aminoséuren, die zu 100% homolog sind. Dariiber hinaus sind auch
solche Aminsoduren hervorgehoben, die eine Homologie von mehr als 80% (weile Buchstaben mit
dunkelgrauem Hintergrund) oder 60% (schwarze Buchstaben mit hellgrauem Hintergrund) vorweisen.

Abbildung verdndert nach Noma et al. (2009).

Ahnlich wie ThiF und MoeB fehlt auch dem C-terminal verkiirzten Uba4,3,s eine RHD.
Demnach ist es vorstellbar, dass die Uba4,.3ys-vermittelte Thiocarboxylierung von Urm1 auf
vergleichbare Weise erfolgt wie die von ThiS oder MoaD. So konnte Uba4, 3,3 dhnlich dem
ThiF weiterhin direkt am Schwefeltransfer auf Urml beteiligt sein (Abb. 42A).
Dementsprechend wire zu erwarten, dass es im Uba4;3s einen Cysteinrest gibt, der als
Schwefelakzeptor fungiert und an dem es zur Ausbildung einer Acyldisulfidverkniipfung mit
Urm1 kommt. Ebenso konnte das Uba4,_3,¢ &hnlich dem MoeB nur noch an der Adenylierung

von Urml beteiligt sein (Abb. 42B). In diesem Fall wiirde der eigentliche Schwefeltransfer
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auf Urm1 {iber ein anderes Protein erfolgen. Interessanterweise scheint es sich hierbei nicht
um die Schwefeltransferase Tum1 zu handeln. So konnte gezeigt werden, dass eine TUM -
Deletion keinen Einfluss auf die Uba4,_ss-vermittelte Urmylierung und tRNA-Thiolierung
hat. Somit ist Tum1 vermutlich nicht an der Uba4 3ps-vermittelten Urm1-Thiocarboxylierung
beteiligt. Dies konnte womdglich darauf zuriickgehen, dass Tuml nicht mehr mit Uba4
interagieren kann, wenn die RHD des Urm1-Aktivatorproteins fehlt. So wurde durch in vitro-
Analysen gezeigt, dass das humane TUMI hauptsichlich iiber die RHD mit dem
menschlichen Uba4-Homolog MOCS3 interagiert (Frasdorf ef al., 2014). Demnach kdnnte

auch die Interaktion von Tum1 und Uba4 vorwiegend iiber diese Doméne geschehen.
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Abbildung 42: Moglicher Beitrag von Uba4, 3,5 zZur Urm1-Thiocarboxylierung.

A) Trotz des Verlusts der RHD ist Uba4 3,5 weiterhin am direkten Schwefeltransfer auf Urml1 beteiligt. Uber die
MoeBD des verkiirzten Aktivatorproteins wird die Adenylierung von Urml vermittelt. Das adenylierte Urml
geht eine Acyldisulfidbindung mit einem Persulfid ein, welches zuvor durch Schwefeltransfer an einem
Cysteinrest in der MoeBD von Uba4 3,5 gebildet wurde. Am Schwefeltransfer auf Uba4; 3,3 konnte neben Nfs1
noch eine weitere Schwefeltransferase beteiligt sein. B) Uba4, 3,5 spielt keine Rolle bei der Schwefeliibertragung
auf Urml. Nach der Adenylierung des Modifikators durch Uba4, 3,3 wird der Schwefel entweder direkt tiber

Nfsl oder indirekt iiber eine dazwischengeschaltete Schwefeltransferase in Urm1 eingebaut.

Obwohl die Uba4, js-vermittelte Urml-Thiocarboxylierung Tuml-unabhédngig zu sein
scheint, kann davon ausgegangen werden, dass diese Nfsl-abhéngig ist (Abb. 42). Denn ohne
die Cysteindesulfurase wiirde der Schwefel fehlen, der zur Thiocarboxylierung des
Modifikators fiihrt. Es ist bekannt, dass Nfsl Schwefel direkt auf Uba4 iibertragen kann.
Vermutlich wird dieser dabei auf das C397 in der RHD transferiert (Noma et al., 2009).
Demnach sollte ein direkter Schwefeltransfer zwischen Nfs1 und Uba4 nicht mehr mdglich

sein, wenn die RHD fehlt. Auch die Interaktion beider Proteine konnte durch den Verlust
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dieser Doméne beeinflusst werden. So konnte in vitro nachgewiesen werden, dass das humane
NFSI1 édhnlich dem TUMI1 vorwiegend iiber die RHD mit MOCS3 interagiert (Marelja et al.,
2008). Somit findet ein direkter Schwefeltransfer von Nfsl auf das C-terminal verkiirzte
Uba4,.3,5 wahrscheinlich nicht statt. Es konnte aber sein, dass Nfs1 seinen Schwefel direkt auf
das zuvor durch Uba4, s,z adenylierte Urml iibertrdgt. Dariliber hinaus ist es jedoch auch
moglich, dass es neben Tuml eine weitere Schwefeltransferase in Hefe gibt, die einen
indirekten Schwefeltransport von Nfsl auf Uba4, 3,3 oder Urm1 vermitteln kann. In der Tat
gibt es in S. cerevisiae neben Tuml und Uba4 weitere Proteine, die iiber RHDs verfiigen
(Hofmann et al., 1998). Doch es ist nicht bekannt, ob diese ebenfalls an der Bildung des
Urm1-Thiocarboxylats beteiligt sind.

Urm1-dhnliche UBLs konnten mittlerweile auch in Prokaryoten nachgewiesen werden. Neben
SAMP?2 aus dem Archaeon H. volcanii gehort auch das im Bakterium Thermus thermophilus
vorkommende TtuB dazu (Shigi et al., 2006; Humbard et al., 2010). Beide UBLs fungieren
ebenso wie Urml als Proteinmodifikatoren und sind als Schwefeltriger an der tRNA-
Thiolierung beteiligt (Shigi et al., 2006; Humbard et al., 2010; Miranda et al., 2011; Shigi
etal., 2012). Fir die SAMP2- und TtuB-Aktivierung ist das entsprechende EIl-dhnliche
Enzym UbaA bzw. TtuC verantwortlich (Shigi et al., 2008; Miranda et al., 2011). Diese
Enzyme sind zwar homolog zur MoeBD von Uba4, doch im Unterschied zum Urml-
Aktivator besitzen sie keine C-terminale RHD (Abb. 41) (Miranda et al., 2011). Daher wird
vermutet, dass der eigentliche Schwefeleinbau in SAMP2 und TtuB {iber eine separate
Schwefeltransferase erfolgt, die liber eine oder mehrere RHDs verfiigt (Miranda et al., 2011;
Shigi et al., 2014). Es konnte durchaus sein, dass sich in Hefe eine vergleichbare Form des
Schwefeltransfers erhalten hat, bei der es unabhingig von der Uba4-RHD zum
Schwefeleinbau in Urm1l kommt. Die Untersuchungen, die mit dem C-terminal verkiirzten
Uba4, 3,5 durchgefiihrt wurden, unterstiitzen diese Annahme. Denn obwohl ein
Schwefeltransfer iiber Ubad;3,3 wahrscheinlich nicht mehr stattfindet, ist eine Urml-
Thiocarboxylierung auch in Anwesenheit des verkiirzten Aktivatorproteins vermutlich
weiterhin moglich. Da diese aber gehemmt zu sein scheint, ist der Beitrag eines
moglicherweise Uba4-unabhédngigen Schwefeltransfers zur Urm1-Thiocarboxylierung gering.
Somit spielt der Schwefeltransfer, der iiber die RHD von Uba4 vermittelt wird, in Hefe
wahrscheinlich eine wichtigere Rolle. Interessanterweise lieB3 sich ebenfalls zeigen, dass das
zusitzliche Einbringen der RHD in Form von Uba4sy9.449 Zu keiner sichtbaren Verbesserung
der Uba4, 3 s-vermittelten Urmylierung und tRNA-Thiolierung fiihrt. Demnach scheint nicht

nur das bloBe Vorhandensein der RHD, sondern auch eine enge rdumliche Néhe beider Uba4-



3. Diskussion Seite |89

Dominen fiir eine effektive Urml1-Thiocarboxylierung wichtig zu sein. Auch die Uba4-
homologen Aktivatorproteine anderer Eukaryoten verfiigen liber eine C-terminale RHD
(Abb. 41) (Mendel und Schwarz, 2002; Nakai et al., 2012). Vermutlich ist das Vorhandensein
eines Aktivatorproteins mit zusdtzlicher RHD eine exklusive Eigenschaft des eukaryotischen
Urm1-Wegs. Anhand der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse kann davon ausgegangen
werden, dass dies eine evolutionidre Anpassung darstellt, durch die in Eukaryoten ein

effektiver Schwefeltransfer auf Urm1 gewahrleistet wird.

3.6 Uba4 liegt in Hefe urmyliert vor

Obwohl Urm1 bereits im Jahr 2000 erstmals als Proteinmodifikator beschrieben wurde,
konnte mit dem Peroxiredoxin Ahpl bisher nur ein Substrat des Modifikators in Hefe
nachgewiesen werden (Furukawa efal., 2000; Goehring efal., 2003a). In der hier
vorliegenden Arbeit wurde jedoch Uba4 als weiteres Urml-Zielprotein identifiziert. Der
Nachweis einer Uba4-Modifikation in Hefe ist ein Hinweis dafiir, dass die Urmylierung des
Urml-Aktivatorproteins in Eukaryoten konserviert sein konnte. So wurde durch
Van der Veen et al. (2011) bereits demonstriert, dass eine Urmylierung des Uba4-Homologs
MOCS3 auch in menschlichen Zellen erfolgt. Trotzdem scheint eine Modifikation des El-
dhnlichen Aktivatorproteins nicht nur in Eukaryoten konserviert zu sein. Es konnte gezeigt
werden, dass auch die in Prokaryoten vorkommenden, Urml-&hnlichen UBLs ihr
Aktivatorprotein modifizieren. Wahrend SAMP2 beispielsweise in der Lage ist, an UbaA zu
konjugieren, kann TtuB kovalent mit TtuC verkniipft werden (Humbard et al., 2010; Shigi
et al., 2012). Diese Befunde sind ein Indiz dafiir, dass die Modifikation des E1l-dhnlichen
Aktivatorproteins vermutlich allgemein konserviert ist. Es ist denkbar, dass eine solche
Modifikation zur Regulation der Enzymaktivitit beitrdgt. Auch die Uba4-Aktivitdt konnte
durch die Urmylierung beeinflusst werden. Eine Verdnderung der Aktivitdt von Uba4 sollte
womoglich nicht nur die Urmylierung selbst, sondern auch die tRNA-Thiolierung
beeintrachtigen. Demnach konnte die Urm1-vermittelte Proteinmodifikation unter bestimmten
Umweltbedingungen auch Einfluss auf die tRNA-Thiomodifikation haben. In menschlichen
Zellen konnte eine Induktion der MOCS3-Urmylierung beobachtet werden, wenn diese zuvor
mit Diamid oder H,O, behandelt wurden (Van der Veen et al., 2011). Somit wird die
Modifikation von MOCS3 vermutlich durch oxidativen Stress induziert. In diesem
Zusammenhang konnte jedoch kein Einfluss der verstirkten MOCS3-Urmylierung auf die

tRNA-Thiolierung festgestellt werden. Dennoch kdnnten weitere Untersuchungen zur Uba4-
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Urmylierung in Hefe, neue Hinweise dazu liefern, inwiefern die tRNA-Thiolierung durch die
Urm1-vermittelte Proteinmodifikation beeinflusst wird.

Die Modifikation des Urm1-Aktivatorproteins wurde stets unter reduzierenden Bedingungen
untersucht. Demnach erfolgt die Verkniipfung von Urml und Uba4 vermutlich unter
Ausbildung einer kovalenten Isopeptidbindung. Hierbei konjugiert Urm1 womdglich an einen
Lysinrest, der in der N-terminalen MoeBD des Aktivatorproteins liegt. Denn es konnte
gezeigt werden, dass auch das C-terminal verkiirzte Uba4, 3,3 urmyliert wird. Trotzdem bleibt
offen, an welchem Lysin eine Urmylierung von Uba4 erfolgt. Allein in der MoeBD sind neun
verschiedene Lysine vorhanden. Um zu bestimmen, ob an diesen tatséchlich eine
Urmylierung stattfindet, konnte weiterfiihrend untersucht werden, wie sich eine Mutation
dieser Lysine auf die Uba4-Modifikation auswirkt. Alternativ konnten aber auch
massenspektrometrische Analysen durchgefiihrt werden, um zu bestimmen, an welchem
Lysin das Aktivatorprotein urmyliert wird. Auf diesem Wege konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass das Uba4-homologe UbaA durch SAMP2 am Lysin an Position 113 (K113)
modifiziert wird (Humbard et al., 2010). Im Uba4 ist an vergleichbarer Position kein Lysin zu
finden. Dennoch ist der Nachweis einer UbaA-Modifikation am K113 ein weiterer Hinweis
dafiir, dass eine Urmylierung des Urml-Aktivatorproteins ebenfalls an einem Lysinrest
erfolgt.

Allgemein bleibt unklar, wie die Uba4-Urmylierung vermittelt wird. Ein Verlust von Tuml
hatte zur Folge, dass die Urmylierung der meisten Proteine gehemmt war. Doch im Gegensatz
hierzu blieb die Uba4-Modifikation in einem fumlA-Hintergrund unverdndert. Demnach
scheint die Bildung eines Urm1-Thiocarboxylats fiir die Uba4-Urmylierung nicht notwendig
zu sein. Dies deutet darauf hin, dass eine Verkniipfung von Urm1 und Uba4 noch vor der
Thiocarboxylierung des Modifikators erfolgt. Neben Urm1 sind auch andere eukaryotische
UBLs in der Lage, ihr El-Enzym zu modifizieren. In menschlichen Zellen erfolgt
beispielsweise eine SUMOylierung von SAE2 (Truong et al., 2012). SAE2 bildet zusammen
mit SAE1 ein Heterodimer, das als E1-Enzym wirkt und fiir die SUMO-Aktivierung bendtigt
wird (Johnson et al., 1997). Es wurde gezeigt, dass eine SUMOylierung von SAE2 an
unterschiedlichen Lysinresten moglich ist (Truong ef al., 2012). Hierbei wird die spezifische
Modifikation der meisten Lysine durch das E2-Enzym Ubc9 katalysiert. Im Unterschied dazu
scheint die SUMOylierung des Lysins an Position 236 (K236) Ubc9-unabhingig
stattzufinden. Daher wird davon ausgegangen, dass SUMO direkt nach seiner Aktivierung mit

dem K236 im SAE2 verkniipft wird. Es ist denkbar, dass ein @hnlicher Mechanismus zur



3. Diskussion Seite |91

Urmylierung von Uba4 fiihrt. So kénnte Urml, direkt nachdem es durch Uba4 adenyliert

wurde, mit seinem Aktivatorprotein verkniipft werden.

3.7 Der Urml-Weg ist in Eukaryoten konserviert

Auch in hoheren Eukaryoten konnten UBLs nachgewiesen werden, die zum Urm1 aus Hefe
homolog sind (Abb. 43). So wurde beispielsweise mit AtUrml1l ein pflanzliches Urml-
Homolog identifiziert, das in A4. thaliana als Schwefeltrdger an der tRNA-Thiomodifikation
beteiligt ist (Nakai et al., 2012). Dariiber hinaus konnte mit hURM1 ein humanes Homolog
nachgewiesen werden, welches in menschlichen Zellen eine Thiolierung von tRNAs und eine
kovalente Modifikation von Proteinen vermittelt (Schlieker et al., 2008; Van der Veen et al.,

2011).
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Abbildung 43: Sequenzvergleich von Urm1-homologen Proteinen.

Die Sequenz von Urml wurde mit der homologer, eukaryotischer UBLs verglichen (S.c. = Saccharomyces
cerevisiae, H.s. = Homo sapiens; A.t. = Arabidopsis thaliana). Zusétzlich erfolgte auch ein Sequenzabgleich mit
Urml-&hnlichen UBLs aus Prokaryoten (H.v. = Haloverax volcanii; T.t. = Thermus thermophilus). Das
konservierte, C-terminale Di-Glycinmotiv (GQG) ist in rot hervorgehoben. Weile Buchstaben mit schwarzen
Hintergrund stellen Aminosduren dar, die zu 100% homolog sind. Des Weiteren sind auch solche Aminsoéduren
gekennzeichnet, die eine Homologie von mehr als 80% (weile Buchstaben mit dunkelgrauem Hintergrund) oder

60% (schwarze Buchstaben mit hellgrauem Hintergrund) vorweisen.

Durch Nakai ef al. (2012) wurde gezeigt, dass AtUrml11 nicht nur in A. thaliana, sondern
auch in Hefe als Schwefeltrdger wirken kann. So kam es zu einer partiellen Wiederherstellung
der tRNA-Thiomodifikation, wenn das Gen fir AtUrmll in eine wurmlA-Hefemutante
eingebracht wurde. Der Nachweis einer AtUrml1-vermittelten tRNA-Thiolierung deutet
darauf hin, dass die Schwefeltrigerfunktion von Urml in Eukaryoten konserviert ist. Ob
jedoch auch eine Konservierung der Urmylierungsfunktion vorliegt, konnte durch
Nakai et al. (2012) nicht gezeigt werden. Daher wurde die Konservierung beider Urml-
Funktionen in der hier vorliegenden Arbeit ndher untersucht. Hierfiir wurde die Funktionalitét
des humanen Urm1-Homologs in Hefe analysiert. Es lieB sich zeigen, dass hURMI in Hefe
neben einer eingeschriankten tRNA-Thiolierung auch eine verminderte Urmylierung erlaubt.

Somit scheinen beide Urm1-Funktionen in Eukaryoten tatséchlich konserviert zu sein.
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Trotzdem deuten eine gehemmte tRNA-Thiolierung und Urmylierung auf eine verminderte
Funktionalitdt von hURMI1 in Hefe hin. Durch weitere Untersuchungen konnte nachgewiesen
werden, dass auch das Einbringen des humanen Uba4-Homologs in Hefe zu keiner
Verbesserung der hURMI-vermittelten tRNA-Thiomodifikation und Urmylierung
fiihrt (Jides et al.,, 2015). Daher geht die verminderte Funktionalitit von hURMI
wahrscheinlich nicht auf eine schlechtere Aktivierung des Modifikators in S. cerevisiae
zuriick. Vermutlich konnte diese aber darauf zuriickgehen, dass hURMI1 nach seiner
Aktivierung kein geeignetes Substrat fiir nachfolgende Reaktionen darstellt. So ist es
beispielsweise vorstellbar, dass hURMI1 im Vergleich zum Urml weniger effizient mit der
tRNA-Thiolase Ncs2/Ncs6 interagiert. Dies wiirde erkldren, warum hURMI1 in Hefe nur eine
gehemmte tRNA-Thiolierung erlaubt. Die verminderte Urmylierung mit hURMI deutet
darauf hin, dass auch die Erkennung von Zielproteinen durch den menschlichen Modifikator
in Hefe weniger effizient verlduft. Es ist nicht bekannt, wie eine spezifische Urmylierung von
Proteinen vermittelt wird. An der Konjugation der meisten eukaryotischen UBLs sind E2- und
teilweise auch E3-Enzyme beteiligt (Hochstrasser et al., 2009). Ob solche Enzyme ebenfalls
bei der spezifischen Urml-Konjugation eine Rolle spielen, konnte bisher nicht geklart
werden. Dennoch konnte hURMI1 in Hefe deshalb schlechter an Zielproteine konjugieren,
weil es nur eingeschrinkt mit einem putativen E2- oder E3-Enzym interagieren kann.
Allgemein scheint jedoch mit hURMI eine dhnliche Substratspezifitit gegeben zu sein wie
mit Urml. So konnte gezeigt werden, dass auch mit hURMI eine Ahpl- und Uba4-
Modifikation in Hefe moglich ist. Hierbei ist insbesondere der Nachweis einer Uba4-
Modifikation durch hURMI interessant. Denn auch in menschlichen Zellen wird das Uba4-
homologe MOCS3 durch hURMI1 modifiziert (Van der Veen ef al., 2011).

Der Nachweis einer Modifikation von homologen Proteinen in Mensch und Hefe deutet
darauf hin, dass bestimmte Urmylierungssubstrate in Eukaryoten konserviert sind. Im
Menschen konnten neben MOCS3 noch weitere Zielproteine von hURMI1 nachgewiesen
werden. So wurde unter anderem CTUI als urmyliertes Protein identifiziert (Van der Veen
etal., 2011). CTU1 stellt das humane Homolog von Ncs6 dar. Proteine, die zum Ncs6
homolog sind, konnten nicht nur in Eukaryoten, sondern auch in Prokaryoten identifiziert
werden. Ein prokaryotisches Ncs6-Homolog stellt das im Bakterium 7. thermophilus
vorkommende TtuA dar (Shigi et al., 2006). Hierbei handelt es sich wahrscheinlich ebenfalls
um eine Thiolase, die eine essentielle Rolle bei der tRNA-Thiomodifikation spielt.
Interessanterweise kann auch TtuA posttranslational modifiziert werden (Shigi et al., 2012).

So wurde gezeigt, dass das Urml-dhnliche TtuB an TtuA konjugiert. Auch im Archaeon
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H. volcanii konnte ein Ncs6-Homolog als Zielprotein des Urml-dhnlichen SAMP2
identifiziert werden (Humbard et al., 2010). Demnach scheint eine Modifikation von Ncs6-
homologen Proteinen allgemein konserviert zu sein. Daher ist es wahrscheinlich, dass auch in
Hefe eine Urmylierung von Ncs6 erfolgt. Dennoch sind weiterfithrende Untersuchungen
notwendig, um dessen Urmylierung zu bestitigen.

Da hURMI in Hefe funktional ist, kann davon ausgegangen werden, dass der Urm1-Weg
generell in allen Eukaryoten gleich funktioniert. Mit SAMP2 und TtuB wurden jedoch
prokaryotische UBLs identifiziert, die wie Urm1 als Schwefeltriger an der tRNA-Thiolierung
beteiligt sind und als Proteinmodifikatoren fungieren (Shigi ef al., 2006; Humbard et al.,
2010; Miranda et al., 2011; Shigi et al., 2012). Demnach scheint der Urm1-Weg nicht erst in
Eukaryoten entstanden zu sein. Wahrscheinlich hat sich dieser aus einem prokaryotischen
Vorldufer entwickelt. Angelehnt an die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
konnte weiterfithrend auch die Funktionalitidt der prokaryotischen Urml-dhnlichen UBLs
analysiert werden. Sollten diese wie hURMI in der Lage sein, eine tRNA-Thiolierung und
Proteinmodifikation in Hefe zu vermitteln, wire dies ein direkter Hinweis dafiir, dass diese

prokaryotischen Modifikationswege dhnlich funktionieren wie der eukaryotische Urm1-Weg.
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4. Zusammenfassung

Das urspriinglich in S. cerevisiae identifizierte Urml stellt aufgrund seiner dualen
Funktionsweise ein besonderes UBL dar. In einem Prozess, der als Urmylierung bezeichnet
wird, kann es dhnlich dem Ubiquitin kovalent mit anderen Proteinen verkniipft werden.
Zusatzlich fungiert es aber auch als Schwefeltriger, der an der Thiolierung des wobble-
Uridins bestimmter cytoplasmatischer tRNAs beteiligt ist. Wahrend neuere Untersuchungen
zeigen, dass die Urml-abhingige tRNA-Thiolierung zu einer effizienten Translation in
Eukaryoten beitragt, ist die Bedeutung der Urmylierung immer noch unklar.

Um die Funktion der Urm1l-vermittelten Proteinmodifikation weiter aufzuklaren, wurde die
Urmylierung des Peroxiredoxins Ahpl im Rahmen dieser Arbeit ndher untersucht. Es konnte
demonstriert werden, dass Ahpl nicht nur als Monomer, sondern auch als Dimer urmyliert
vorliegt. Dies deutet darauf hin, dass die Urmylierung mit dem peroxidatischen Zyklus von
Ahpl verkniipft ist. Diese Annahme konnte durch die Untersuchung der Modifikation
verschiedener a/pl-Punktmutanten bestitigt werden. Hierbei lie sich ebenfalls zeigen, dass
das Peroxiredoxin wahrscheinlich auch an alternativen Lysinresten urmyliert werden kann.
Trotzdem bleibt unklar, inwiefern die Funktionalitidt von Ahpl durch die Urm1-Konjugation
beeintrdachtigt wird. So konnte ein Einfluss der Urmylierung auf die Ahpl-vermittelte
Entgiftung des Alkylhydroperoxids t-BOOH nicht festgestellt werden.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung einer moglichen
mechanistischen Verkniipfung beider Urm1-Funktionen. Es lieB sich zeigen, dass nicht nur
Schwefelmangel, sondern auch ein Verlust der Schwefeltransferase Tum1 zu einer drastischen
Reduktion der Urm1-Konjugation fiihrt. Demnach wird die Urmylierung wahrscheinlich iiber
denselben Schwefeltransferweg vermittelt, der ebenfalls zur tRNA-Thiolierung beitragt.
Trotzdem ist der Schwefeltransfer, der zur Urm1-Aktivierung fithrt, womdglich komplexer als
bisher angenommen. Wurden die vermuteten katalytischen Cysteine des Urml-
Aktivatorproteins Uba4 mutiert oder dessen C-terminale RHD entfernt, waren eine gechemmte
Urmylierung und tRNA-Thiolierung weiterhin nachweisbar. Somit scheint ein
Schwefeltransfer auf Urm1 auch ohne direkte Beteiligung von Uba4 moglich zu sein.

In dieser Arbeit lieB3 sich aulerdem zeigen, dass Urm1 in Hefe durch sein humanes Homolog
funktional ersetzt werden kann. Dies ist ein Hinweis dafiir, dass der Urm1-Weg in allen
Eukaryoten gleich funktioniert und konserviert ist. Dariiber hinaus scheint fiir die
Urmylierung auch eine Konservierung der Substratspezifitit gegeben zu sein. Der Nachweis

einer Uba4-Urmylierung in Hefe konnte durchaus darauf hindeuten.
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5.1 Mikroorganismen

5.1.1 Escherichia coli-Stamme

Tabelle 3: Verwendete E. coli-Stimme
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Stamm

Genotyp

Quelle

DH5a

F ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17(r,
my) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl X

ThermoFisher Scientific

5.1.2 Saccharomyces cerevisiae-Stimme

Tabelle 4: Verwendete S. cerevisiae-Stimme

Stamm Genotyp Quelle
BY4741 MATa his3A1 leu2A0 metl SA0 ura3A0 EUROSCARF
Y01400 BY4741, urmIA: :kanMX4 EUROSCARF
Y01939 BY4741, uba4A::-kanMX4 EUROSCARF
Y02507 BY4741, tumIA::kanMX4 EUROSCARF
Y02720 BY4741, ahpIA::kanMX4 EUROSCARF
Y02742 BY4741, elp3A::kanMX4 EUROSCARF
Y07270 BY4741, degIA: :kanMX4 EUROSCARF
FEY14 BY4741, urmIA::kanMX4 AHPI-(c-myc)y::ScHIS3 diese Arbeit
FEY15 BY4741, urmIA::kanMX4 uba4A::natNT2 diese Arbeit
FEY16 BY4741, ahpIA::kanMX4 urmIA::ScHIS3 diese Arbeit
FEY18 BY4741, yapIA::kanMX4 ahpIA::SpHISS diese Arbeit
FEY19 BY4741, nes2A: -kanMX4 wrmIA::SpHISS diese Arbeit
FEY20 BY4741, ncs6A: -kanMX4 urmIA::SpHISS diese Arbeit
FEY21 BY4741, tumIA::kanMX4 urmIA::SpHISS5 diese Arbeit
FEY25 BY4741, urmIA: :kanMX4 uba4A::natNT2 ahpIA::SpHISS diese Arbeit
FEY26 BY4741, urmIA::kanMX4 uba4A::natNT2 AHPI-(c-myc);::ScHIS3 | diese Arbeit
FEY31 BY4741, uba4A::kanMX4 degIA::SpHISS diese Arbeit
FEY32 BY4741, urmIA: :kanMX4 uba4A::natNT2 tumIA::SpHISS diese Arbeit
FEY34 BY4741, urmIA: :kanMX4 uba4A::natNT2 ncs2A::SpHISS diese Arbeit
FEY35 BY4741, urmIA: :kanMX4 uba4A::natNT2 ncs6A::SpHISS diese Arbeit
FEY36 BY4741, uba4A::kanMX4 tumIA::SpHISS diese Arbeit
FEY41 BY4741, elp3A::kanMX4 uba4A::ScHIS3 tumIA::KIURA3 diese Arbeit
FEY42 BY4741, urmIA: :kanMX4 trxIA::SpHISS diese Arbeit
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FEY43 BY4741, trx2A::kanMX4 urmIA::KIURA3 diese Arbeit

FEY47 BY4741, urmIA::kanMX4 trxIA::SpHISS trx2A::KILEU2 diese Arbeit

FEY48 BY4741, urmIA: :-kanMX4 AHPI-(c-myc);::ScHIS3 diese Arbeit

FEY49 BY4741, uba4A::kanMX4 degIA::SpHISS tumIA::KIURAS3 diese Arbeit

RK28 BY4741, elp3A::kanMX4 uba4A::ScHIS3 Klassen et al., 2015
RK46 BY4741, elp3A::kanMX4 urmIA::ScHIS3 Klassen et al., 2015
RK101 BY4741, urmIA::kanMX4 trrIA::SpHISS R. Klassen

RK197 BY4741, urmIA::kanMX4 degIA.:SpHISS R. Klassen

5.2 Plasmide

Tabelle 5: Verwendete Plasmide

Plasmide | Eigenschaften Quelle

YDp-H Amp~, pUC ori, ScHIS3 Berben et al., 1991
pUG27 Amp~, ColE1 ori, loxP-SpHISS5-loxP Gueldener ef al., 2002
pUG72 Amp"~, ColE1 ori, loxP-KIURA3-loxP Gueldener et al., 2002
pUG73 Amp", ColE1 ori, loxP-KILEU2-loxP Gueldener e al., 2002
pYMS5S Amp~, ColE1 ori, (c-myc)s::ScHIS3 Knop et al., 1999
pYM17 Amp", ColEl ori, (HA)s: :natNT2 Janke et al., 2004
pYMI9 Amp", ColEl ori, (c-myc)o::ScHIS3 Janke et al., 2004
pYM-NS AmpR, pMBI1 ori, natNT2::P 4py;-(HA); Janke et al., 2004
pRS423 Amp", pUC ori, ScHIS3, 2 ori Christianson et al., 1992
pRS425 Amp", pUC ori, ScCLEU2, 2p ori Christianson et al., 1992
pSZ67 Gene fiir tQ"7°, tE""" und tK""Y kloniert in pRS425 Leidel et al., 2009
YCplac33 Amp", pMBI ori, ScURA3, ARSI-CEN4 Gietz und Sugino, 1988
YCplacl11 | Amp®, pMBI1 ori, ScCLEU2, ARSI-CEN4 Gietz und Sugino, 1988
YEplac195 | Amp®, pMBI1 ori, ScURA3, 2p ori Gietz und Sugino, 1988
pHA-URMI1 | (HA);-URM1 kloniert in pRS426y,,,1 Furukawa et al., 2000
pCB45 PGari-TAP-URM1 kloniert in YCplac33 yanysan C. Bir, 2012

pCBK3 PGari-TAP-URMIAG Kloniert in YCplac33 yiamysan C. Bar

pAJ16 Pupri-UBA4-Tcye; kloniert in YCplac] 11 gamitysact diese Arbeit

pAJ31 AHPI kloniert in YCplacl 11 y,anyecort diese Arbeit

pAJ33 ahp1-C31S kloniert in YCplacl 11 y,anyecort diese Arbeit

pAJ35 ahp1-K32R kloniert in YCplacl11,anyscort diese Arbeit

pAJ37 ahp1-C31S8/K32R kloniert in YCplac1 11 yiuqi/zcort diese Arbeit

pAJ39 ahp1-C62S kloniert in YCplacl 11 yiuanyecort diese Arbeit

pAJ45 Pipii-(HA) 5-URMI-Tcye; Kloniert in YCplac33 imanypsi diese Arbeit

pAJ46 Pupri-(HA) 5-hURM I-Tcyc; kloniert in YCplac33 y;,amypea diese Arbeit

pAJS52 Ppri-UBA4-(c-myc)o-T cyc; kloniert in YCplac111 g orysact diese Arbeit
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pAJ64 Ppui-ubad-C2255-Tcye; kloniert in YCplacl 11 gupmysact diese Arbeit
pAJ65 Pipmi-ubad-C3978-Teye; kloniert in YCplac 11 gymiysact diese Arbeit
pAJ67 ahp1-C31S5/C62S kloniert in YCplacl 11 yiuquyecor diese Arbeit
pAJ69 Ppui-ubad-C2255/C397S-T cye; kloniert in YCplac1 11 gamnsact diese Arbeit
pAJ82 UBAA4, 3,5 kloniert in pAJ16x,1/ndel diese Arbeit
pAJ90 P pri-UBA4) 355-(c-myc)3-Teyey kloniert in YCplac1 11 georiygpm diese Arbeit
pAJ113 Papri-UBA4339.440-T cycy kloniert in pRS423 g, 1usac1 diese Arbeit

5.3 Primer

Alle im Folgenden aufgelisteten Primer wurden von Invitrogen hergestellt. Die Sequenz der

Primer ist jeweils vom 5°‘- zum 3‘-Ende angegeben.

Tabelle 6: Verwendete Primer

Primer Sequenz (5¢ — 3°)

S1 UBA4 neu gtcaataacaatgaatgactaccatctcgaggataccacgtctgaacttgecgecagatetgtttagettg
S2 UBA4 neu tcatccttgtagatacgctgaaatgegtccacactgattctctcatcaggeatcgatgaattcgageteg
koURMI-FW aaaacgagataggttaatagcaaaatcgggatggtaaacgtgaaagtggacgacggecagtgaattcecegg
koURMI1-RV ttaaccaccatgtaatgttgaagtaaaagagatgatgtcaccgtcttccaagettggctgecaggtcgacgg
KO URMI FW caatactgatttctgatactaaaacgagataggttaatagcaaaatcgggcagetgaagcettegtacge
KO URMI1 RV ctttatatatatatatgtagctgcttcttaaaaattatttgctgctatttgecataggecactagtggatctg
AHP1KOF atttcaacaaaccagaacaacacaagtactaccaataaccacaacaaaaccagctgaagcttcgtacge
AHP1KOR ttttgaattttttttatataaacatggttttattgtctattacatagcatgcataggecactagtggatctg

KO TRX1 FW ccctgaaactgeattagtgtaatagaagactagacacctcgatacaaatacagetgaagcettcgtacge
KO TRX1 RV tatataacaaacacagtatagaaacacaatatatcggtcattgggtgagtgcataggecactagtggatctg
KO TRX2 FW cacgcacacatacacgagagtctacgatatctttaaataacacatcaatacagctgaagcttcgtacge
KO TRX2 RV tttaaactggtaaacatgatgtactttacgtagcgttaatataccggcaagcataggcecactagtggatctg
KO TUMI_FW acaatgaggacaaaagcataaagttgtgaagaaaattgcccatacattcacagectgaagettcgtacge
KO _TUMI RV ttaatatatgtagctaaataaatcgacttgtcaagaatatatttctcttagcataggecactagtggatctg
KO NCS2 FW tgctattgtccatcectatectagttttaaaaatataattctatcaagttcagetgaagcettegtacge

KO NCS2 RV taaataaataaatacataaccattggaatagcgaagcctttgacatttcagcataggccactagtggatctg
KO NCS6 FW aaaattttggcgatgagacgatatggtaagagtaaagcaaaggaaccgtccagetgaagettegtacge
KO NCS6 RV tatattatattatgttacgctgcattcttctactgcgagctatatatatggcataggecactagtggatetg
DeglkoF ggtgcccacatgceaatctttactgcectactataacctcecttgacagetgaagettcgtacge
DeglkoR gaaatatagtcttcaaggttatattatacaggtttatatattattgcataggccactagtggatctg

S3 AHPI caggtaccgatgtgaccgtttcctcagtcgaaagtgtettggcteatttgegtacgetgecaggtcgac
S2_ AHP1 ggggtaccttgaagtatacgcagtgectcettagccaaggataatataaacatcgatgaattcgageteg
URMI ORF FW cacataccggattatgttccttcee

URMI ORF RV actggaatggtagaggtcttttgeg
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ScURM1_FW_HindIII

gggaagcttatggtaaacgtgaaagtgga

ScURMI_RV_Xhol

gggctegagttaaccaccatgtaatgttg

UBA4-FW cttctattcgtaaggagcaagacgc
UBA4-RV gcaggatgcagcctgaataaattge
N_AHP1 FW caacccgttcgctaaccaag
N_AHPI RV tctgetgeteccaactcacte

N TRX1 FW gtetgggteegettetttac
N_TRX1 RV aagcccaactgaaaggttge
N_TRX2 FW cgctccaagatcageataac

N _TRX2 RV caagccaaaggtgcagaaag

N _TUMI1 FW gtecgtggtaagtectgttce

N _TUMI1 RV tccetcgatagaaaggtete
N_NCS2 FW accgatgagatgagtgagac

N NCS2 R ccgttcgaatggaacttcag
NCS6_FW_Kpnl gggggtacctgctcaaggaatgcgatgac
N_NCS6 R acaccggagtcgccgataag
DeglFW tgggctcagctcatcttg

pUG27 SpHIS reverse gtccaaagcgatggcaacge

AHP1_FW_HindIII

gggaagcttecttggectcgatctattge

AHP1_RV_EcoRI

ggggaattcetgetecaacteactetgte

ScUBA4 FW_BamHI

gggggatccatgaatgactaccatctcga

ScUBA4 RV_EcoRI

ggggaattcctaatatttaggaatggtttg

ADHI1-ScUBA4 FW_BamHI

gggggatcececcgggtgtacaatatggacttee

ADHI-ScUBA4 FW

ccaagcatacaatcaactatctcatatcatatgaatgactaccatctcgaggatacc

ADH1-ScUBA4 RV

ggtatectcgagatggtagtcattcatatgatatgagatagttgattgtatgcttgg

MOCS3/ScUBA4_RV_Sacl

cccgagcetcaaagcecttcgagegtece

ADH1-ScUBA4 FW_EcoRI

ggggaattcccgggtgtacaatatggacttce

ScUBA4-c-myc RV

cgacctgcagcgtacgatatttaggaatggtttgatcaatatcgte

ScUBA4-c-myc FW

gacgatattgatcaaaccattcctaaatatcgtacgcetgecaggteg

c-myc_RV_Sacl

ggggagetcageectectacceatggttg

ScUBA4 FW_Ndel

gggcatatgaatgactaccatctcgaggataccacgtctg

ScUBA4 RV Notl

ggggcggcecgecagtgtgatggatatctgecagaattcctagtccacactgattctetcate

SCUBA4(329-440) FW_Ndel

catatggcatttcagcgtatctacaagg

ScUBA4(1-328)-c-myc_RV

cgacctgcagegtacggtccacactgattctctcatcag

ScUBA4(1-328)-c-myc FW

ctgatgagagaatcagtgtggaccgtacgetgcaggtcg

ScUBA4-(c-myc)3 RV _Kpnl

gggggotaccectcagtggcaaatectaac

hURM1_FW_HindIII

gggaagcttatggetgegeccttgte

hURMI1_RV_Xhol

gggctegagtcageecgecgtgcagag

ScURMI_FW_HindIII

gggaagcttatggtaaacgtgaaagtgga

SCURMI_RV_Xhol

gggctcgagttaaccaccatgtaatgttg
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ADHI-HA_FW_HindIII

gggaagctttcgccgggatcgaagaaatg

hURMI-HA_RV

cactgacaagggcgcagccatcgatgaattctetgtcggace

hURMI1-HA FW

ggtccgacagagaattcatcgatggetgegeccttgtcagtg

ScURMI-HA RV

cctagaaactccactttcacgtttaccatcgatgaattctctgtcggacce

ScURMI-HA_FW

ggtccgacagagaattcatcgatggtaaacgtgaaagtggagtttctagg

hURM1/ScURM1 RV _Pstl

gggctgcaggggccgcaaattaaagectte

AHPI_C31S_FW

cagtgaatctagtaagatgccacaaac

AHP1_C31S_RV

gtttgtggcatcttactagattcactg

AHP1_K32R_FW

cagtgaatcttgtaggatgccacaaac

AHP1_K32R RV

gtttgtggcatcctacaagattcactg

AHP1 C31S,K32R_FW

cagtgaatctagtaggatgccacaaac

AHPI_C31S,K32R_RV

gtttgtggcatcctactagattcactg

AHP1_C62S_FW

ctttctccccaaccagtactgtcagcecatatte

AHP1_C62S RV

gaatatggctgacagtactggttggggagaaag

ScUBA4_C225S_FW

ccaaatgccgtgacctcttcccaagaaggeggtgtgatag

ScUBA4_C225S RV

ctatcacaccgccttcttgggaagaggtcacggcatttgg

ScUBA4_C397S_FW

cagtaatatagtgattctttcccgetacggtaacgactcte

ScUBA4_C397S_RV

gagagtcgttaccgtagcgggaaagaatcactatattactg

5.4 Nihrmedien und Anzuchtbedingungen

Alle Nihrmedien wurden mit doppelt destilliertem Wasser (ddH,O) angesetzt. Die

Sterilisation der Nahrmedien erfolgte in einem Autoklaven durch Erhitzen auf 121°C fiir

20 min. Fiir die Herstellung von Festmedien wurde 2% (w/v) Agar-Agar zugesetzt.

5.4.1 E. coli-Nihrmedien

Die Anzucht von E. coli erfolgte in der Regel in lysogeny broth (LB)-Medium, welches sich

aus 1% (w/v) Trypton, 0,5% (w/v) NaCl und 0,5% (w/v) Hefeextrakt zusammensetzte. Um

Plasmid-tragende E. coli-Transformanten zu selektieren, wurde dem LB-Medium nach dem

Autoklavieren Ampicillin (Carl Roth) in einer Endkonzentration von 100 pg/ml zugesetzt. Fiir

die Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen (siehe 2.5.1) wurde kein LB-, sondern

super optimal broth (SOB)-Medium verwendet, das aus 2% (w/v) Trypton, 0,5% (w/v)
Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl, und 10 mM MgSO, bestand.
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5.4.2 8. cerevisiae-Nahrmedien

Fiir die Kultivierung von S. cerevisiae wurde entweder Vollmedium oder Minimalmedium
verwendet. Das Vollmedium wurde auf yeast extract peptone (YP)-Basis hergestellt und
setzte sich dementsprechend aus 1% (w/v) Hefeextrakt und 2% (w/v) Pepton zusammen. Das
Minimalmedium, welches zur Selektion von Hefen mit Prototrophien in der Aminosdure-
oder Nukleinbasen-Biosynthese genutzt wurde, enthielt 0,67% (w/v) yeast nitrogen base
(YNB) und je nach Bedarf 2 mg/ml Adeninsulfat, 2 mg/ml L-Histidin, 12 mg/ml L-Leucin,
2 mg/ml L-Methionin, 2 mg/ml L-Tryptophan oder 2 mg/ml Uracil. Zusitzlich wurde dem
Voll- oder Minimalmedium fiir den jeweiligen Verwendungszweck 2% (w/v) Glukose oder
2% (w/v) Galaktose als Kohlenstoffquelle zugegeben. Antibiotika wie Nourseothricin
(Werner BioAgents) und Phleomycin (Fisher Bioreagents), sowie die fiir phénotypische
Analysen genutzten Chemikalien Rapamycin (Alfa Aesar) und t-BOOH (Sigma-Aldrich)
wurden nach dem Autoklavieren zum Vollmedium gegeben. Wihrend unterschiedliche
Konzentrationen fiir Rapamycin (5 nM bis 10 nM) und t-BOOH (0,4 mM bis 2,5 mM)
eingestellt wurden, enthielt das Vollmedium zur Selektion der entsprechenden Antibiotikum-
Resistenz 100 pg/ml Nourseothricin oder 7,5 pg/ml Phleomycin. Um gegen Plasmide zu
selektieren, die ein URA3-Markergen tragen, fand Minimalmedium Verwendung, welches
nach dem Autoklavieren mit 1 mg/ml 5-Fluororotsdure (5-FOA) (Fluorochem Ltd.) versetzt

wurde.

5.4.3 Anzuchtbedingungen fiir E. coli und S. cerevisiae

Die Anzucht von E. coli erfolgte in der Regel bei 37°C. Als Ausnahme fand fiir die
Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen (5.6.1) eine Inkubation bei Raumtemperatur
(RT) statt. S. cerevisiae wurde bei 30°C kultiviert. Fiir phénotypische Untersuchungen
verschiedener S. cerevisiae-Mutanten wurde die Inkubationstemperatur jedoch auf 34°C,
35°C oder 39°C angehoben. Fliissigkulturen beider Mikroorganismen wurden stets schiittelnd

bei 200 rpm inkubiert.

5.5 Phinotypische Analyse von Hefe mittels Tropfentest

Um §. cerevisiae-Stamme phéinotypisch auf deren t-BOOH-, Rapamycin- oder Temperatur-
Sensitivitidt zu untersuchen, wurden Tropfentests durchgefiihrt. Hierfiir wurde fiir jeden zu
untersuchenden Hefestamm eine serielle Zellverdiinnungsreihe erstellt. Zur Herstellung der

Verdiinnungsreihe wurde zu Beginn etwas Zellmaterial in 1 ml sterilem ddH,O gelost.
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AnschlieBend erfolgte eine Bestimmung der ODgyy der Zellsuspension. Durch Verdiinnung
mit sterilem ddH,O wurde fiir die Suspension eine ODgyy von 0,4 eingestellt. Danach wurde
diese 1:10, 1:100 und 1:1000 verdiinnt. Von jeder Verdiinnung wurden je 4 ul auf das
entsprechende Festmedium getropft. Im Anschluss erfolgte eine Inkubation fiir 2 bis 4 Tage,

bevor die Phénotypen dokumentiert werden konnten.

5.6 Methoden zur Herstellung und Transformation chemisch kompetenter

Mikroorganismen

5.6.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen erfolgte wie durch Inoue et al. (1990)
beschrieben. Hierfiir wurden zu Beginn 10 gréBere E. coli-Kolonien in 5 ml SOB gelost. Mit
dieser Zellsuspension wurde eine 250 ml SOB-Kultur angeimpft, welche anschlieBend bei RT
solange schiittelnd inkubiert wurde, bis eine ODg von 0,6 erreicht war. Nach Erreichen der
ODggp wurde die Hauptkultur fiir 10 min auf Eis inkubiert. Darauthin erfolgte eine Ernte der
Zellen durch Zentrifugation fiir 10 min bei 4000 rpm und 4°C. Das Zellpellet wurde in 80 ml
kaltem TB-Puffer (10 mM K-HEPES; 15 mM CaCl,; 250 mM KCl; 55 mM MnCly; pH 6,7)
resuspendiert und nach einer erneuten 10-miniitigen Inkubation auf Eis, fand abermals eine
Zentrifugation fiir 10 min bei 4000 rpm und 4°C statt. Die Zellen wurden anschlieend in
20 ml kaltem TB-Puffer gelost und mit 7% (v/v) DMSO versetzt. AbschlieBend wurde die
Zellsuspension fiir weitere 10 min auf Eis gelagert, bevor 250 pul Aliquots der Suspension auf
1,5 ml Eppendorfgefie verteilt und in fliissigem Stickstoff eingefroren wurden. Die

Lagerung der chemisch kompetenten Zellen erfolgte bei -80°C.

5.6.2 Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Auf die gefrorenen, chemisch kompetenten E. coli-Zellen wurde DNA in entsprechender
Menge gegeben. Das entsprach bei Plasmid-DNA etwa 200 ng, wohingegen bei einer
Ligation (5.7.12 und 5.7.14) der gesamte Ansatz auf die Zellen gegeben wurde. Nach Zugabe
der DNA wurden die Zellen fiir 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein
Hitzeschock fiir 1 min bei 42°C. Auf die Zellen wurde 1 ml LB-Fliissigmedium gegeben und
es schloss sich eine 30-miniitige Inkubation bei 37°C an. Daraufhin erfolgte eine
Zentrifugation bei 3000 rpm fiir 3 min. Das Zellpellet wurde in 100 pl LB-Fliissigmedium

aufgenommen und der Ansatz auf Selektivmedium ausplattiert.
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5.6.3 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter Hefezellen

Um . cerevisiae-Stamme mit spezifischen Gendisruptionen oder Epitiopmarkierungen zu
erzeugen (5.7.7 und 5.7.8), wurden zuvor aufkonzentrierte PCR-Produkte in entsprechende
Ausgangsstimme transformiert. Die Transformation von Hefe erfolgte nach dem Protokoll
von Gietz und Woods (2002). Zu Beginn wurde mit einer Einzelkolonie des zu
transformierenden S. cerevisiae-Stammes eine 10 ml YPD-Vorkultur angeimpft. Diese wurde
iiber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag wurden 50 ml frisches YPD-Fliissigmedium auf die
Vorkultur gegeben, worauthin diese fiir weitere 3 bis 4 h inkubierte. Es folgte eine Ernte der
Hefezellen durch Zentrifugation fiir 2 min bei 4000 rpm. Das Zellpellet wurde mit sterilem
ddH,O gewaschen und anschlieBend in 2 ml LA-Puffer (0,1 M LiAc) geldst. Nach Inkubation
fiir 30 min bei 30°C wurden 100 ul der Zellsuspension in 1,5 ml Eppendorfgefidf3e liberfiihrt.
Nachdem eine Ernte der Zellen durch Zentrifugation fiir 2 min bei 4000 rpm stattgefunden
hatte, wurde das Zellpellet in einem Transformationsansatz gelost, welcher sich aus 240 pl
50% (w/v) PEG, 36 ul 1 M LiAc und 50 pl denaturierter salmon sperm DNA (2 mg/ml)
zusammensetzte. Auf den Transformationsansatz wurden 35 ul eines zuvor mittels
Ethanolféllung (5.7.3) aufkonzentrierten PCR-Produkts gegeben. Darauthin erfolgte eine
Inkubation fiir 50 min bei 42°C. AnschlieBend wurden die Zellen mittels Zentrifugation fiir
2 min bei 5000 rpm geerntet, in sterilem ddH,O aufgenommen und auf Selektivmedium
ausplattiert. Fiir die Selektion von Antibiotika-Resistenzen wurden die Hefezellen nach deren
Inkubation bei 42°C nicht direkt ausplattiert, sondern in 1 ml YPD-Flissigmedium
aufgenommen und fiir weitere 2 h bei 30°C inkubiert. Dies sollte Hefetransformanten mit
genomisch integrierter Resistenzkassette die Moglichkeit geben, das entsprechende

Genprodukt zur Ausbildung ihrer Resistenz zu bilden.

5.6.4 one-step Transformation von Hefe

Die Transformation von Hefezellen mit Plasmiden erfolgte, wie es durch Chen et al. (1992)
beschrieben wurde. Hierflir wurde etwas Zellmaterial des zu transformierenden S. cerevisiae-
Stammes von einer Vollmediums- oder Minimalmediumsplatte abgenommen, in 1 ml sterilem
ddH,O gelost und fiir 2 min bei 4000 rpm abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 100 pl
one-step-Pufter (40% (w/v) PEG; 0,2 M LiAc; 0,1 M DTT; 0,5 mg/ml salmon sperm DNA,
pH 5,0) resuspendiert und etwa 200 ng Plasmid-DNA hinzugegeben. Nach einer Inkubation

fiir 30 min bei 45°C wurde der gesamte Ansatz auf Selektivmedium ausplattiert.
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5.7 DNA-Methoden

5.7.1 Plasmidisolation aus E. coli

Fiir die Isolation von Plasmiden aus E. coli wurde das FastGene® Plasmid Mini Kit des
Herstellers NIPPON Genetics verwendet. Die Isolation der Plasmide erfolgte nach

Herstellerangaben.

5.7.2 Schnell-Isolation chromosomaler DNA aus Hefezellen

5ml einer YPD-Ubernachtkultur wurden durch mehrfache Zentrifugation in einem 2 ml
Eppendorfgefa3 geerntet. Auf das Zellpellet kamen ca. 200 pl glas beads, 200 pl PCA und
200 pl breaking buffer (2% (v/v) Triton X-100; 1% (w/v) SDS; 100 mM NaCl; 10 mM
Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0). Durch starkes Vortexen fiir 4 min wurden die Zellen
aufgeschlossen. AnschlieBend wurde das Lysat mit 400 ul TE-Puffer (10 mM Tris-HCI,
pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0) versetzt und nach Zentrifugation fiir 5 min bei 13000 rpm
wurde die DNA- sowie RNA-enthaltene, obere wissrige Phase abgenommen und in ein neues
Eppendorfgefal iiberfiihrt. Um mogliche Verunreinigungen mit Chloroform zu entfernen,
wurde eine Ethanolfdllung der DNA (5.7.3) durchgefiihrt. Nachdem das Pellet in 200 pl
ddH,O aufgenommen wurde, erfolgte die Zugabe von 1 pl RNase A (1 mg/ml), wodurch die
ebenfalls in der Probe enthaltene RNA entfernt werden sollte. An eine Inkubation fiir 15 min
bei 37°C schloss sich eine erneute Ethanolféllung an. Das finale Pellet wurde in 30 ul ddH,O
aufgenommen und ein Teil der isolierten chromosomalen DNA wurde zur Kontrolle mittels

Agarose-Gelelektrophorese (5.7.4) untersucht.

5.7.3 Ethanolfillung von DNA

Die Ethanolfillung wurde vorzugsweise verwendet, um PCR-Produkte aufzukonzentrieren,
welche spéter fiir die genetische Manipulation von Hefe (5.7.7 und 5.7.8) Verwendung
fanden. Bei dieser Methode wurden zu der in Losung befindlichen DNA 2 Volumen
96% (v/v) EtOH und 0,1 Volumen 3 M NaAc, pH 4,8 gegeben. Das Gemisch wurde fiir
20 min auf Eis inkubiert, bevor eine Fillung der DNA durch Zentrifugation fiir 20 min bei
13000 rpm und 4°C stattfand. Anschlieend wurde die DNA mit 70% (v/v) EtOH gewaschen

und der Uberstand nach erneuter Zentrifugation griindlich entfernt. Das Pellet wurde an der
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Luft bei RT getrocknet und in 40 pul ddH,O geldst, bevor abschlieBend die Effizienz der
Féllung mittels Agarose-Gelelektrophorese (5.7.4) kontrolliert wurde.

5.7.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA fand in Agarosegelen statt, welche je nach GroBe des
aufzutrennenden DNA-Fragments variierende Agarose-Konzentrationen (1% (w/v) oder 2%
(w/v)) besallen. Fiir die Herstellung der Gele wurde die entsprechende Menge Agarose in
TAE-Puffer (40 mM Tris-HCI; 20 mM HAc; 1 mM EDTA, pH 8,0) aufgekocht, vollstindig
gelost und die abgekiihlte Losung in eine Gelkammer gegossen. Die DNA-Proben wurden vor
dem Auftragen auf das Gel mit 6-fach Probenpuffer (50% (v/v) Glycerol; 0,2 M Tris-HCI;
0,1M HAc; 5mM EDTA, pHS,0; 0,25% (w/v) Bromphenolblau) versetzt. Die
elektrophoretische Auftrennung der DNA wurde je nach GroBe der Gelkammer bei einer
Spannung von 100 V bis 120 V durchgefiihrt, wobei TAE-Puffer als Laufpuffer diente. Nach
der Elektrophorese wurde das Agarosegel fiir 10 min in ein Ethidiumbromid-Bad (0,0002%
(w/v) EtBr) gelegt, wodurch die DNA in Folge dessen mittels UV-Bestrahlung sichtbar
gemacht und dokumentiert werden konnte. Die Bestimmung der Fragmentgrofe oder
ungefdhren Menge an aufgetragener DNA erfolgte durch Abgleich mit dem GeneRuler 1 kb
Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific).

5.7.5 Gelelution von DNA-Fragmenten

Nach erfolgter Agarose-Gelelektrophorese (5.7.4) wurde das gewlinschte DNA-Fragment
unter UV-Licht sichtbar gemacht und mit einem Skalpell ausgeschnitten. AnschlieBend fand
mit Hilfe des NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kits der Firma Macherey-Nagel eine
Elution der DNA aus dem Gel statt. Die Elution erfolgte dabei nach Herstellerangaben.

5.7.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion oder auf Englisch polymerase chain reaction (PCR) wurde
urspriinglich von Mullis et al. (1986) als eine Methode eingefiihrt, die in vitro die
Amplifikation von DNA erlaubt. In dieser Arbeit fand die PCR in verschiedenen Bereichen
Anwendung. Fiir diese verschiedenen Anwendungen wurden unterschiedliche DNA-
abhingige DNA-Polymerasen verwendet. Die DreamTaq DNA Polymerase (ThermoFisher
Scientific) wurde genutzt, um analytische PCRs an Hefemutanten oder E. coli-

Plasmidtransformanten durchzufiihren und um DNA-Fragmente zu amplifizieren, mit denen
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eine genetische Manipulation von S. cerevisiae erfolgte (5.7.7 und 5.7.8). Zusétzlich wurden
Polymerasen mit proof reading-Funktion verwendet. So wurde beispielsweise eine Phusion
DNA Polymerase (ThermoFisher Scientific) genutzt, um moglichst fehlerfreie DNA-
Fragmente zu amplifizieren, mit denen spater Klonierungen (5.7.10 und 5.7.12) durchgefiihrt
wurden. Dariiber hinaus wurde eine Pfu DNA Polymerase (ThermoFisher Scientific) zur
Generierung ortspezifischer Mutationen (5.7.9) verwendet. Da sich die verwendeten DNA-
Polymerasen in ihren Anforderungen unterscheiden, wurde fiir jede DNA-Polymerase ein
nach Herstellerangaben angepasstes PCR-Programm verwendet. Zusétzlich wurden die PCR-
Bedingungen an die GroBe des zu erwartenden Produktes und an die Eigenschaften der
verwendeten Primer angepasst. Alle Reaktionen wurden in einem LabCycler der Firma
SensoQuest durchgefiihrt. Nach Durchlauf des Programms fand eine Kontrolle des PCR-
Produkts mittels Agarose-Gelelektrophorese (5.7.4) statt. Zur Ubersicht ist beispielhaft ein
PCR-Programm dargestellt, wie es fiir die DreamTaq DNA Polymerase Anwendung fand:

Temperatur Zeit

96 °C 3min

96 °C 30 sec

54 °C-60 °C 30 sec 35 Zyklen
72 °C 1 min/kb

72 °C 10 min

15 °C Pause

5.7.7 PCR-basierende Gendisruption in Hefe

Die Disruption bzw. der knockout von Hefegenen basierte auf einer Methode, wie sie von
Budin etal. (1993) eingefithrt wurde. Hierbei wurde zu Beginn mittels PCR eine
Disruptionskassette erzeugt, welche fiir die spitere Selektion von knockout-Mutanten ein
selektierbares Markergen enthielt. Fiir die Erstellung der Kassetten wurden template-Plasmide
verwendet, die liber unterschiedliche Markergene verfiigten (Berben et al., 1991; Gueldener
et al., 2002). Uber die 5‘-Enden der verwendeten PCR-Primer wurden zusitzlich an beide
Enden der Disruptionskassette 50 bp groBe Uberhiinge eingefiihrt. Diese waren homolog zu
stromaufwérts und -abwirts gelegenen, genomischen Bereichen des zu disruptierenden Gens.
Nach Transformation des PCR-Produkts in Hefe (5.6.3) kam es iiber diese Uberhinge zur
homologen Rekombination, wodurch das Zielgen gegen die Disruptionskassette ausgetauscht

wurde. Transformanten, die nach Anzucht auf entsprechendem Selektivmedium wuchsen,
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wurden mittels PCR auf die korrekte genomische Integration der Disruptionskassette

untersucht.

5.7.8 PCR-basierende in vivo Epitopmarkierung in Hefe

Um Hefegene in vivo mit einem N- oder C-terminalen HA- bzw. c-Myc-Epitop zu versehen,
wurde ein PCR-basierender Ansatz verwendet, wie er von Knop et al. (1999) beschrieben
wurde. Mittels PCR wurde eine Kassette amplifiziert, die neben einem selektierbaren
Markergen die kodierende Sequenz fiir das jeweilige Epitop enthielt. Nach Transformation in
Hefe erlaubten homologe Bereiche, die iiber die verwendeten PCR-Primer an die Enden der
Kassette eingefithrt wurden, den Einbau des PCR-Produkts in das Genom. Erhaltene
Transformanten wurden mittels PCR und Western Blot (5.9.4) auf eine erfolgreiche

Epitopmarkierung des Zielgens tiberpriift.

5.7.9 Ortsspezifische Mutagenese

Um Punkmutationen in Plasmid-kodierte Hefegene einzufiigen, wurde eine ortsspezifische
Mutagenese durchgefiihrt. Die Mutagenese erfolgte nach einem Protokoll, wie es durch Wang
und Malcolm (1999) beschrieben wurde. Dieses stellt eine Abwandlung des von Stratagene
eingefilhrten  QuikChange®  Site-Directed Mutagenesis Protokolls dar, bei dem
unterschiedliche Punktmutationen, wie z.B. Basenaustausche, Insertionen oder Deletionen,

mittels PCR in Plasmid-DNA eingefiihrt werden kénnen (Abb. 44).
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PCR mit Mutagenese-Primern

urspriingliches
Plasmid l Dpnl-Verdau

' mutiertes
{ Plasmid

Abbildung 44: Schematische Ubersicht zum Ablauf einer ortsspezifischen Mutagenese mittels PCR.

An dem Plasmid, in das eine Mutation eingefithrt werden soll, wird eine PCR durchgefiihrt. Hierfiir werden
Mutagenese-Primer verwendet, die komplementér zueinander sind und die gewiinschte Mutation tragen. Durch
Verlangerung der Primer wird die Mutation in die neu synthetisierte DNA eingebaut. Ein Verdau mit dem
Restriktionsenzym Dpnl, welches methylierte und hemimethylierte DNA schneidet, vermittelt den Abbau der
urspriinglichen nichtmutierten Plasmid-DNA. Die mutierte DNA bleibt zuriick. Diese wird in E. coli
transformiert, wo ein Ringschluss und eine Vermehrung des mutierten Plasmids stattfindet. Darstellung

verandert nach dem Handbuch zum QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene).

5.7.10 Fusions-PCR

Die Fusions-PCR ist eine Methode, welche die Einfithrung ortsspezifischer Mutationen oder
die Konstruktion chimirer DNA-Fragmente erlaubt (Ho et al., 1989; Horton et al., 1989). In
dieser Arbeit wurde die Fusions-PCR dafiir angewandt, um einzelne Abschnitte eines Gens zu
deletieren oder Gen- und Epitopsequenzen miteinander zu verkniipfen. Der Ablauf der
Methode ist schematisch in Abbildung 45 gezeigt. Erzeugte Fusions-PCR-Produkte wurden
aus einem Agraosegel eluiert (5.7.5) und anschlieBend in einen E. coli-Vektor kloniert

(5.7.12).
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Abbildung 45: Schematischer Ablauf einer
Fusions-PCR.

Die Fusions-PCR umfasst zwei PCR-Schritte. Beim
ersten Schritt werden mit Hilfe der Primerpaare
A+ B und C+ D zwei DNA-Fragmente generiert.
Diesen Fragmenten werden {iiber die internen
Primer B und C Sequenzen angehangen, die mit
dem Ende des jeweils anderen DNA-Fragments
iiberlappen. Nach Denaturierung der Fragmente in
einem zweiten PCR-Schritt konnen deren
Einzelstringe an ihren {berlappenden 3‘-Enden
hybridisieren und anschliefend verldngert werden.
Durch die dufleren Primer A und D findet darauthin

eine Amplifikation des entstandenen Fusions-PCR-

Produkts statt. Abbildung verdndert nach Heckman
und Pease, 2007.

5.7.11 Aufreinigung von PCR-Produkten

Fiir die Aufreinigung von PCR-Produkten fand das NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit
des Herstellers Macherey-Nagel Verwendung. Die Aufreinigung von PCR-Produkten wurde
nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

5.7.12 Klonierung von PCR-Produkten

Zur Klonierung von zuvor aufgereinigten PCR-Produkten (5.7.5 und 5.7.11) wurde das
CloneJET PCR Cloning Kit von ThermoFisher Scientific verwendet. Die Klonierung fand
nach Angaben des Herstellers statt.

5.7.13 Restriktion

Der enzymatische Verdau von Plasmiden zur analytischen Kontrolle oder zur Umklonierung
von DNA-Fragmenten in andere Vektoren (5.7.14) wurde mit Typll-
Restriktionsendonukleasen des Herstellers ThermoFisher Scientific durchgefiihrt. Die

Restriktion erfolgte nach Angaben des Herstellers.
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5.7.14 Ligation

Die Klonierung eines DNA-Fragments in einen Zielvektor erfolgte in einem 20 pl
Ligationsansatz. In diesem Ansatz wurden das zu klonierende DNA-Fragment und der
Zielvektor in einem molaren Verhiltnis von 3:1 eingesetzt. Zusétzlich enthielt die Reaktion
1 ul T4 DNA Ligase (5 U/ul, ThermoFisher Scientific) und 2 pul 10-fach Ligationspuffer.
Nach Inkubation fiir 30 min bei RT und darauf folgender Hitzeinaktivierung der Ligase

(5 min, 70°C), wurde der gesamte Ansatz fiir eine E. coli-Transformation (5.6.2) eingesetzt.

5.7.15 Sequenzierung

Zur Kontrolle von Klonierungen (5.7.12 und 5.7.14) oder zum Nachweis von
Punktmutationen, welche mittels ortsspezifischer Mutagenese (5.7.9) in Plasmid-kodierte
Hefegene eingefiihrt wurden, fand eine Sequenzierung nach der Didesoxymethode statt
(Sanger et al., 1977). Fiir jede Sequenzierung wurden 10 ul Ansétze vorbereitet. Jeder Ansatz
umfasste dabei 5 pl template-Plasmid (ca. 100 ng/pl) und 5 pl eines Sequenzier-Primers

(5 uM). Die Sequenzierung der Proben erfolgte durch die Firma GATC Biotech.

5.8 RNA-Methoden

5.8.1 tRNA-Extraktion aus Hefe

Fir die tRNA-Extraktion wurden 50 ODggo-Einheiten einer logarithmisch wachsenden
Hefekultur (ODgg ca. 1,0) durch Zentrifugation geerntet (4000 rpm; 2 min). Bis zur weiteren
Behandlung fand eine Lagerung des Zellpellets bei -80°C statt.

Zu Beginn der Extraktion wurden 0,5 ml Lyse-Puffer (1% (w/v) SDS; 0,1 M NaAc; 10 mM
Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0), 1,5 ml TRIzol® Reagent (ThermoFisher Scientific)
und ca. 0,5 ml glas beads auf das Pellet gegeben. Indem der Ansatz fiir 3 min gevortext und
anschliefend fiir 5 min bei 65°C im Wasserbad inkubiert wurde, fand ein Aufschluss der
Zellen statt. Das Vortexen und die Hitzeinkubation wurden dreimal wiederholt. Das Lysat
wurde mit 600 ul Chloroform versetzt, erneut fiir 1 min gevortext und fiir 15 min bei RT
inkubiert. Nach Zentrifugation des Ansatzes (6000 rpm; 30 min; 4°C) wurde die obere
wissrige Phase, welche die RNA enthielt, in ein neues Eppendorfgefal3 {iberfiihrt. Der Ansatz
wurde mit ca. 0,33 Volumen 8 M LiCl versetzt. Durch eine anschlieBende Inkubation fiir 3 h

bei -20°C und eine darauf folgende Zentrifugation (13000 rpm; 15 min; 4°C), fand eine
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Fillung groBerer RNA-Molekiile statt. Nach Uberfiihrung des tRNA-enthaltenden
Uberstandes in ein neues EppendorfgefdB erfolgte die Zugabe von 2 Volumen 96% (v/v)
EtOH und 0,1 Volumen 5 M NH4Ac. Das Gemisch wurde iiber Nacht bei -20°C inkubiert,
bevor eine Fillung der tRNA durch Zentrifugation (13000 rpm; 15 min; 4°C) stattfand.
AnschlieBend wurde das Pellet mit 75% (v/v) EtOH gewaschen und der Uberstand nach
erneuter Zentrifugation griindlich entfernt. Das luftgetrocknete Pellet wurde in 50 pul RNAse-

freiem ddH,O aufgenommen.

5.8.2 Nachweis von mem’s>-modifiziertem Uridin in tRNA-Extrakten

Um die Bildung von mem’s”U in Hefe nachzuweisen, wurden die erzeugten tRNA-Extrakte
mittels LC-MS/MS (Liquid-Chromatographie-Massenspektrometrie/Massenspektrometrie)
analysiert. Die LC-MS/MS-Analyse der Proben erfolgte hierbei durch die Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Mark Helm (Johannes Gutenberg-Universitit Mainz). Die Messungen wurden so
durchgefiihrt, wie es in Klassen et al. (2015) beschrieben ist. Fiir jede Probe erfolgte eine
Dreifachbestimmung. Nach der Messung wurde das spezifische Signal des mem’s’
modifizierten Uridins gegen das des Gesamturidins normalisiert. Die auf diesem Wege
ermittelte relative Menge an mem’s’U erlaubte eine bessere Vergleichbarkeit der einzelnen

Proben untereinander.

5.9 Protein-Methoden

5.9.1 Proteinextraktion aus Hefe

Fiir die Analyse der Urmylierung wurde eine Proteinextraktion aus Hefe durchgefiihrt. Noch
vor der Extraktion erfolgte die Ernte des zu untersuchenden Hefestammes. Hierfiir wurden
50 ODggo-Einheiten einer exponentiell wachsenden Hefekultur (ODgg ca. 1,0) abzentrifugiert
(4000 rpm; 2 min). Das Pellet wurde mit 1 ml ddH,O gewaschen und in ein Schraubdeckel-
Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Bis zur weiteren Bearbeitung fand eine Lagerung des Pellets bei
-80°C statt.

Um einen Proteinabbau zu verhindern, wurden alle im Folgenden beschriebenen Schritte der
Proteinextraktion auf Eis oder bei 4°C durchgefiihrt. Auf das Pellet kamen 200 pul glas beads
und 400 pl Puffer A (10 mM K-HEPES, pH 7,0; 10 mM KCI; 1,5 mM MgCly; 0,5 mM
PMSF; 2 mM Benzamidin). Der Puffer A war zusétzlich mit einem cOmplete™ Protease

Inhibitor Cocktail (Roche) versetzt und enthielt je nach Versuch auBlerdem noch 10 mM
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NEM. Durch starkes Vortexen fiir 1 min auf einem bead beater (Mini-Beadbeater-16,
Biospec Products) fand ein mechanischer Aufschluss der Hefezellen statt. Das Vortexen auf
dem bead beater wurde viermal wiederholt. Zwischen den einzelnen Aufschlussschritten
erfolgte jeweils eine 5-miniitige Inkubation der Proben auf Eis. AnschlieBend fand eine
Zentrifugation (13000 rpm; 20 min; 4°C) statt, um groere Zellreste zu entfernen. Nach
Transfer des Uberstands in ein neues Eppendorfgefi wurden weiterhin vorhandene
Zelltrimmer durch erneute Zentrifugation (13000 rpm; 5 min; 4°C) entfernt. Der von
Zellresten befreite Gesamtproteinextrakt wurde abermals in ein neues Eppendorfgefil3
iiberfiihrt und es erfolgte eine Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (5.9.2).
Fir eine Weiterbearbeitung der Extrakte mittels SDS-PAGE (5.9.3) wurden diese mit
5-fach Laemmlipuffer (50% (v/v) Glycerol; 25% (v/v) BME; 0,25M Tris-HCL, pH 6.8;
10% (w/v) SDS; 0,2% (w/v) Bromphenolblau) versetzt und fiir 5 min bei 95°C aufgekocht.
Um die Urmylierung unter nicht-reduzierenden Bedingungen zu untersuchen wurde 5-fach

Laemmlipuffer verwendet, dem BME als Zusatz fehlte.

5.9.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration eines Gesamtproteinextrakts erfolgte nach der
Methode, welche von Bradford (1976) eingefiihrt wurde. Hierfiir wurde das Bio-Rad Protein
Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad) verwendet. Die Konzentrationsbestimmung fand
nach Angaben des Herstellers statt. Dabei wurden 990 ul des 1:4 verdiinnten Farbstoff-
Konzentrats mit 10 pl des 1:20 verdiinnten Proteinextrakts vermischt. Nach einer 5-miniitigen
Inkubation im Dunkeln erfolgte die Messung der ODsys. Durch Abgleich der gemessenen
ODs9s gegen eine FEichgerade, die zuvor mit BSA erstellt wurde, konnte die

Proteinkonzentration ermittelt werden.

5.9.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, wurde eine SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese  (SDS-PAGE) durchgefiihrt (Laemmli, 1970). Hierfir wurden
diskontinuierliche Gele verwendet, die sich aus einem Sammelgel (5% (w/v) Acrylamid;
0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 0,2% (w/v) SDS) und einem Trenngel (9%-15% (w/v) Acrylamid;
0,375 M Tris-HCI, pH 8,8; 0,2% (w/v) SDS) zusammensetzten. Neben den aufzutrennenden
Proben wurden die Gele ebenfalls mit dem PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

(ThermoFisher Scientific) als Grofenstandard beladen. Die Auftrennung erfolgte in einer mit
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Laufpuffer (192 mM Glycin; 25 mM Tris; 0,1% (w/v) SDS) befiillten Elektrophorese-
Apparatur (Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell, Bio-Rad), durch Anlegen
einer konstanten Spannung von 200 V. Hierbei wurde die Elektrophorese so lange
durchgefiihrt, bis die gewiinschte Auftrennung der Proben erreicht war. Die anschlielende
Detektion der Proteine erfolgte entweder mittels Western Blot-Analyse (5.9.4) oder
Silberfarbung des Gels (5.9.5).

5.9.4 Western Blot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diese mit Hilfe einer
Tankblot-Apparatur  (Mini Trans-Blot® Cell, Bio-Rad) auf eine PVDF-Membran
(Immobilon®-P Transfer Membrane, Porengrofle 0,45 um, Merck Millipore) transferiert. Die
Ubertragung erfolgte in Transferpuffer (192 mM Glycin; 25 mM Tris; 20% (v/v) Methanol)
bei einer konstanten Spannung von 100 V fiir 80 bis 90 min bei 4°C. Anschlieend wurde die
PVDF-Membran fiir 1 h bei RT mit TBSTM (20 mM Tris; 137 mM NaCl; 0,2% (v/v)
Tween 20; 5% (w/v) Milchpulver) blockiert. Die Membran wurde iiber Nacht bei 4°C mit
dem primdren Antikdrper inkubiert, der in TBSTM gelost war. Nach der
Antikorperinkubation wurde dreimal fiir 10 min mit TBST (20 mM Tris; 137 mM NaCl; 0,2%
(v/v) Tween) gewaschen. Es folgte eine Behandlung der Membran mit einem ebenfalls in
TBSTM gelosten sekundédren Antikorper fiir 1h bei RT. Danach wurde erneut dreimal mit
TBST gewaschen und iiber die an den sekundiren Antikorper gekoppelte horseradish
peroxidase fand eine Proteindetektion mit Hilfe einer Chemilumineszenz-Reaktion statt.
Hierfir wurde die Membran mit dem Pierce™ ECL Western Blotting Substrate
(ThermoFisher Scientific) nach Herstellerangaben behandelt. AbschlieBend wurden die
Signale durch Auflegen und Entwickeln eines Rontgenfilms (LucentBlue X-ray film,
Advansta) sichtbar gemacht.
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Tabelle 7: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Antikérper.

Primére Antikorper Verdiinnung | Quelle

a-HA (Maus) 1:5000 Santa Cruz Biotechnology
a-c-Myc (Maus) 1:5000 Santa Cruz Biotechnology
a-c-Myc (Kaninchen) 1:5000 Santa Cruz Biotechnology
a-Ahpl (Kaninchen) 1:4000 S. Kuge

a-Cdc19 (Kaninchen) 1:320000 J. Thorner

Sekundire Antikorper Verdiinnung | Quelle

a-Maus [gG HRP (Kaninchen) 1:5000 Dianova

a-Kaninchen IgG HRP (Maus) 1:5000 Dianova

a-Kaninchen IgG HRP (Ziege) 1:5000 Dianova

5.9.5 Silberfirbung

Um Proteine direkt im SDS-Gel sichtbar zu machen, wurde eine Silberfirbung durchgefiihrt.
Hierfiir wurde das Gel nach der SDS-PAGE fiir 30 min in Fixierlosung (40% (v/v) EtOH;
10% (v/v) HAc) geschwenkt und anschlieBend zweimal fiir je 20 min mit 30% (v/v) EtOH
behandelt. Nachdem das Gel zweimal fiir je 15 min mit ddH,O gewaschen wurde, folgte eine
1-miniitige Inkubation in sensitizer-Losung (0,02% (w/v) Na,S,03). Die Losung wurde durch
erneutes Waschen mit ddH,O (zweimal fiir je 30 sec) griindlich entfernt. Das Gel wurde fiir
20 min mit Silberlosung (0,1 M AgNOs; 0,02% (v/v) Formaldehyd) behandelt und im
Anschluss daran abermals mit ddH,O gewaschen (dreimal fiir je 15 sec). Durch die Zugabe
einer Entwicklerlosung (2% (w/v) Na,COs; 0,04% (v/v) Formaldehyd) fand eine
Visualisierung der Proteinbanden statt. Die Entwicklung erfolgte so lange, bis die gewiinschte
Intensitdt der Proteinbanden erreicht war. Zum Abstoppen der Reaktion wurde das Gel kurz

mit ddH,O gespiilt und danach fiir 5 min in 5% (v/v) HAc geschwenkt.

5.9.6 Tandem-Affinitits-Aufreinigung

Um Urm1-Konjugate aus Hefe zu isolieren, wurde eine Tandem-Affinitits-Aufreinigung nach
Rigaut ef al. (1999) durchgefiihrt. Fiir die Aufreinigung wurde eine Urm1-Variante genutzt,
die an ihrem N-Terminus iiber ein zusétzliches TAP-Epitop verfiigte. Das TAP-Epitop besteht
aus einer Protein A- und einer Calmodulin Bindepeptid-Doméne, wobei diese durch eine
TEV-Protease-Schnittstelle voneinander getrennt sind. Beide Domidnen ermdoglichen eine
zweistufige Aufreinigung. Demnach ist das TAP-Epitop besonders gut geeignet, um gering

konzentrierte Proteinkomplexe in hoher Reinheit aufzureinigen.
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Fiir die Tandem-Affinitdts-Aufreinigung von Urm1-Konujugaten wurde eine 6 | Hefekultur
geerntet, die eine ODgg von 1,0 erreicht hatte. Das erhaltene Zellpellet, das ein Volumen von
ca. 10 ml besal3, wurde in der gleichen Menge Puffer A (10 mM K-HEPES, pH 7,0; 10 mM
KCIL; 1,5 mM MgCly; 0,5 mM DTT; 0,5 mM PMSF; 2 mM Benzamidin; 2,5 mM NEM;
cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche)) resuspendiert. AnschlieBend erfolgte ein
Aufschluss der Zellen mittels glas bead-Lyse durch fiinfmaliges Vortexen in einem bead
beater (Mini-Beadbeater-16, Biospec Products) bei 4°C. Im so erzeugten Proteinextrakt
wurde eine KCl-Konzentration von 0,2 M eingestellt. Durch zweimaliges Zentrifugieren
(50000 g; 30 min; 4°C und 130000 g; 85 min; 4°C) wurde das Lysat von Zelltrimmern
befreit. Es folgte eine Dialyse des gereinigten Extrakts fiir 3 h bei 4°C gegen Puffer D (20%
(v/v) Glycerol; 20 mM K-HEPES, pH7,9; 50 mM KCI; 0,2mM EDTA, pH 8,0,
0,5 mM DTT; 0,5 mM PMSF; 2 mM Benzamidin). Durch die Zugabe entsprechender Mengen
an 2 M Tris-HCI, 5 M NaCl und 10% (v/v) NP-40 wurde die Pufferzusammensetzung des
dialysierten Extrakts anschlieBend so eingestellt, dass sie der Zusammensetzung des IPP100-
Puffers (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 100 mM NaCl; 0,1% (v/v) NP-40) entsprach. Das
dquilibrierte Extrakt wurde mit 200 pl IgG Sepharose beads (IgG Sepharose 6 Fast Flow,
GE Healthcare) vermischt und auf eine Siule (Poly-Prep® Chromatography Columns, Bio-
Rad) geladen, welche danach fiir 2 h bei 4°C auf einem Rotator (Intelli-Mixer RM-2S, ELMI)
schwenkte. Nach Entfernen des ungebundenen Materials wurden die beads dreimal mit 10 ml
[PP100-Puffer und einmal mit 10 ml TEV cleavage-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,0;
100 mM NaCl; 0,1% (v/v) NP-40; 0,5 mM EDTA, pH 8,0; 1 mM DTT) gewaschen. Zum
Ablosen der an die IgG Sepharose beads gebundenen Proteine, folgte eine Behandlung mit
100 U AcTEV™ Protease (ThermoFisher Scientific) fiir 4 h bei 4°C. Der Durchfluss wurde
aufgefangen und mit 3 Volumen calmodulin binding-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8§,0;
100 mM NacCl; 0,1% (v/v) NP-40; 10 mM BME; 1 mM MgAc; 1 mM Imidazol; 2 mM CacCl,)
vermischt. AuBBerdem wurde die CaCl,—Konzentration im Eluat auf 1 mM eingestellt. Das so
dquilibrierte Eluat wurde zusammen mit 200 pl Calmodulin Sepharose beads (Calmodulin
Sepharose 4B, GE Healthcare) auf eine Sdule geladen, die im Anschluss fiir 2 h bei 4°C auf
einem Rotator schwenkte. Nach Entfernen des ungebundenen Materials fand ein dreimaliges
Waschen mit 10 ml calmodulin binding-Puffer statt. Zum Schluss erfolgte eine Elution der
aufgereinigten Proteine durch flinffaches Waschen der Calmodulin Sepharose beads mit je
200 pl calmodulin elution-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 100 mM NaCl; 0,1% (v/v)
NP-40; 10 mM BME; 1 mM MgAc; 1 mM Imidazol; 2 mM EGTA). Von jedem Eluat wurden
20 ul mit 5 pul 5-fach Laemmli-Puffer vermischt und aufgekocht (95°C; S5min). Nach
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Auftragen des gesamten Ansatzes auf ein SDS-Gel und anschlieBender elektrophoretischer
Auftrennung (5.9.3) fand eine Silberfarbung (5.9.5) statt. Die weitere massenspektrometrische
Analyse der Proben wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Angus I. Lamond (University of
Dundee, Schottland) durchgefiihrt.
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