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Zusammenfassung

Zusammenfassung

NEDD8 (NEURAL PRECURSOR CELL EXPRESSED, DEVELOPMENTALLY
DOWNREGULATED 8) gehért wie das ebenso verwandte SUMO (SMALL UBIQUTIN-LIKE
MODIFIER) zur Familie der Ubiquitin-ahnlichen Proteine. Natives NEDD8 wird C-terminal
prozessiert und wie Ubiquitin oder SUMO reversibel an verschiedene Proteinsubstrate
konjugiert. Die Culline, Geristuntereinheiten der Cullin-RING E3 Ubiquitinligasen (CRLS),
sind die prominentesten Substrate der Neddylierung. Die Aktivitdt von CRLs wird unter
anderem uber den Zyklus von Neddylierung und Deneddylierung reguliert. Neben der CRL-
Regulation sind in Pflanzen bisher keine weiteren Funktionen der Neddylierung bekannt.
Dies steht im starken Gegensatz zu den vielfaltigen Funktionen der Ubiquitylierung oder
Sumoylierung.

Die Cysteinprotease DEN1 (DENEDDYLASE 1) hat in vitro eine duale Aktivitat als
NEDDB8-prozessierendes und NEDDB8-dekonjugierendes Enzym. Wie ich durch die Studie
von Arabidopsis denl Mutanten zeigen konnte, ist DEN1 in Arabidopsis nicht essenziell fur
die NEDDS8 Prozessierung, sondern agiert wahrscheinlich in redundanter Weise mit anderen
DUBs (DEUBIQUITINATING ENZYMES) wie UCH3 (UBIQUITN C-TERMINAL HYDROLASE
3). denl Mutanten akkumulieren im Gegenteil ein breites Sortiment neddylierter Proteine, bei
denen es sich nicht um Culline handelt. Diese Beobachtung ist ein klarer Hinweis auf die
umstrittene Existenz weiterer noch unbekannter NEDDS8-Substrate. Der Vergleich mit
Mutanten der zweiten bekannten Deneddylase, der Untereinheit 5 des COP9-Signalosoms
(CSNb), zeigte, dass DEN1 und CSN5 unterschiedliche Funktionsbereiche haben. Wahrend
CSN5 NEDDS8 spezifisch von den Cullinen dekonjugiert, scheint DEN1 fir die
Deneddylierung anderer NEDD8-Substrate zu sorgen.

Mit AXR1 konnte ich das erste dieser DEN1-spezifischen NEDD8-Substrate aus
Pflanzen identifizieren. AXR1 ist die katalytische Untereinheit des NEDD8 E1-aktivierenden
Enzyms und wird Uber einen noch unbekannten Mechanismus autoneddyliert. Wie die
Analyse von axrl denl Doppelmutanten und Versuche mit dem E1 Inhibitor MLN4924
zeigten, fuhrt die Neddylierung von AXR1 zu einer verminderten E1 Aktivitdt und
beeintrachtigt auf diese Weise die E2 Thioesterbildung und die CRL-Regulation. DEN1
funktioniert in diesem Zusammenhang entweder als Scavenger, um das Reservoir an
unmodifiziertem E1 Enzym aufrechtzuerhalten oder als Teil eines Rulckkopplungs-

Mechanismus zur Regulation des NEDD8-Systems.



Summary

Summary

NEDD8 (NEURAL PRECURSOR CELL EXPRESSED, DEVELOPMENTALLY
DOWNREGULATED 8) belongs to the family of ubiquitin-like proteins. Like ubiquitin or the
related SUMO, native NEDDS8 is C-terminally processed and reversibly conjugated to
different substrate proteins. The cullins, scaffold subunits of cullin-RING E3 ubiquitin ligases
(CRLs), are the most prominent neddylation substrates. Cycles of neddylation and
deneddylation are one process for the regulation of CRL activity. So far, there are no other
known functions for NEDDS8 in plants. This is in stark contrast to the manifold functions
reported for ubiquitylation or sumoylation.

The cystein protease DEN1 (DENEDDYLASE 1) functions as a NEDD8 processing
and deconjugating enzyme in vitro. Through the analysis of denl mutants from Arabidopsis, |
could show that DENL1 is not essential for NEDD8 processing in Arabidopsis and may thus
act redundantly with other DUBs (DEUBIQUITINATING ENZYMES) like UCH3 (UBIQUITIN
C-TERMINAL HYDROLASE 3). On the contrary, denl mutants accumulate a broad range of
non-cullin NEDD8 conjugates. This provides direct evidence for as yet unknown NEDDS8
conjugates, the existence of which has generally been questioned. The comparison with
mutants of the second known deneddylase, subunit 5 of the COP9 signalosome (CSN5),
showed a distinct function for DEN1 and CSN5, respectively. While CSN5 specifically
cleaves the isopeptide bond between NEDD8 and the cullin proteins, DEN1 functions as a
general deneddylase for these other neddylated substrates.

With AXRL1, | could identify the first of these DEN1-specific NEDD8 substrates in
plants. AXR1 is the regulatory subunit of the NEDD8 E1 activating enzyme that becomes
autoneddylated via an as yet unknown mechanism. Experiments with axrl denl double
mutants and the E1 inhibitor MLN4924 showed that AXR1 neddylation reduces E1 activity.
This has a negative effect on E2-NEDDS8 thioester formation and CRL function. In this
context, DEN1 might function as a scavenger to replenish the pool of unmodified E1 or as
part of a feedback mechanism to regulate the NEDD8 conjugation machinery.



Einleitung

1. Einleitung

Die Steuerung zellularer Prozesse erfordert die dynamische Regulation der Verfiigbarkeit
und Aktivitat der beteiligten Proteine. Posttranslationale Modifikationen werden genutzt, um
die Wechselwirkungen zwischen Interaktionspartnern und die Lokalisation eines Proteins
innerhalb der Zelle zu beeinflussen oder um die verfiigbare Menge eines Proteins zu
bestimmten Zeiten zu andern. Kleine chemische Molekile wie Phosphat- und Acetatgruppen
sind klassische Beispiele fir solche reversiblen Modifikationen, die durch ihr Anhangen an
Proteine eine schnelle Antwort auf interne oder externe Signale ermdglichen. Neben
chemischen Gruppen konnen auch kleine Peptide stabile Bindungen mit einem Protein
eingehen, um seine chemischen Eigenschaften zu beeinflussen. Die Konjugation von
Ubiquitin (Ubiquitylierung) war in den 70er Jahren die erste solche Peptidmodifikation, die
identifiziert werden konnte. Die bahnbrechenden Arbeiten von Aaron Ciechanover, Avram
Hershko und Irwin Rose zur Aufklarung des Ubiquitin-Konjugationsmechanismus und der
Funktionsweise des Proteasom-Systems wurden 2004 mit dem Nobelpreis fur Chemie
gewirdigt [Hershko and Ciechanover, 1998; Herrmann et al., 2007]. Fast 40 Jahre nach der
Endeckung von Ubiquitin hat das Gebiet der Peptidmodifikationen noch an Komplexitéat
hinzugewonnen. Neben Ubiquitin wurden inzwischen eine ganze Reihe Ubiquitin-verwandter
Proteine identifiziert, die durch ihre reversible Verknipfung Prozesse wie Proteinabbau und
Proteinsynthese, Signaltransduktion oder die Zellzyklusregulation beeinflussen.

Von besonderem Interesse fir diese Arbeit ist das Ubiquitin-verwandte Protein
NEDD8 (NEURAL PRECURSOR CELL EXPRESSED, DEVELOPMENTALLY
DOWNREGULATED 8). NEDDS8 ist unter anderem an der Regulation des Proteinabbaus
beteiligt und seine wichtige Rolle wird dadurch unterstrichen, dass ein Funktionsverlust des
NEDDS8-Gens in fast allen eukaryotischen Spezies letal ist. In Menschen erlangte das
NEDDB8-System in den letzten Jahren als ein vielversprechendes Ziel der Krebsforschung
erhohte Aufmerksamkeit [Soucy et al., 2009; Tanaka et al., 2012]. Fir die Pflanzenforschung
kennt man die Bedeutung der sogenannten Neddylierung seit den 90er Jahren bei der
Regulation von Phytohormonsignalwegen und der Licht-Signaltransduktion [Santner and
Estelle, 2009; Lau and Deng, 2012]. Viele Fragen zur Funktion und der Regulation von
NEDDS sind jedoch noch offen. Trotz der groRen Ahnlichkeit von Peptidmodifikationen wie
NEDDS8, Ubiquitin und SUMO (SMALL UBIQUTIN-LIKE MODIFIER) beschrankt sich das
Wissen Uber die Modifikation mit NEDD8 auf wenige Proteine, wahrend die Anzahl an
bekannten Substraten fur Ubiquitin und SUMO stetig ansteigt [Geiss-Friedlander and
Melchior, 2007; Callis, 2014; Enchev et al., 2014]. Ein besonderer Fokus liegt daher auf der
Identifizierung neuer NEDD8-Substrate, um uber ihre funktionelle Charakterisierung einen

Einblick in die verschiedenen Funktionen der Neddylierung zu gewinnen. Die folgenden
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Abschnitte geben eine Einfihrung zu den verschiedenen Komponenten des NEDDS-

Modifikationsweges und ihrer bisher bekannten Funktion.

1.1. Ubiquitin reguliert den Proteinabbau

NEDDS8 ist nicht nur evolutiondr sondern auch hinsichtlich seiner bisher bekannten
Funktionen eng mit dem Ubiquitin-System verbunden. Ubiquitin ist ein innerhalb der
Eukaryoten hoch konserviertes Protein von 76 Aminosauren, das Uber eine Enzymkaskade
bestehend aus einem Ubiquitin-aktivierenden Enzym (E1), einem Ubiquitin-konjugierenden
Enzym (E2) und einer E3 Ubiquitinligase (E3) mit einem Substrat verknipft wird (Abbildung
1). Dabei bildet sich eine kovalente Isopeptidbindung zwischen dem C-terminalen Glycin
(Gly, G) von Ubiquitin und einem Lysin (Lys, K) des Zielproteins.

Wie Ubiquitin selbst, sind auch die Komponenten des Konjugationssystems (E1, E2,
E3) innerhalb der Eukaryoten hoch konserviert. Unterschiede zwischen den verschiedenen
Organismen finden sich vor allem in der Diversitdt der E3 Ubiquitinligasen, die die
Substratspezifitat der Ubiquitylierung vermitteln. In Pflanzen unterscheidet man basierend
auf ihrem Funktionsmechanismus und ihrem Aufbau drei Hauptklassen von E3
Ubiquitinligasen: HECT (HOMOLOGOUS TO E6-AP COOH TERMINUS), RING (REALLY
INTERESTING NEW GENE)/ U-Box und CRL (Cullin-RING-Ligase). Wahrend HECT und
RING/U-Box E3 Ligasen aus einer einzigen Untereinheit bestehen, handelt es sich bei den
CRL E3 Ligasen um Proteinkomplexe bestehend aus einem RING-Protein, das die
Interaktion mit dem E2 Enzym vermittelt, einer Gerustuntereinheit und einer Substrat-
erkennenden Untereinheit [Moon et al., 2004; Chen et al, 2006] (Abbildung 1). In
Arabidopsis gibt es schatzungsweise etwa 1500 verschiedene E3 Ubiquitinligasen [Kraft et
al., 2005; Stone et al., 2005; Hua and Vierstra, 2011].

Ubiquitin verfugt Uber sieben interne Lysine. Daher kann eine Wiederholung des
Konjugationszyklus zur Bildung von Ubiquitinketten fihren. Die Konjugation von einem oder
mehreren Ubiquitinmonomeren (Monoubiquitylierung) oder von unterschiedlich verknipften
Ketten (Polyubiquitylierung) dient jeweils als spezifische Markierung mit verschiedenen
Funktionen und Konsequenzen fir das Substratmolekil [Komander and Rape, 2012]. Eine
Uber Lysin48 verknipfte Ketten aus mindestens vier Ubiquitinmonomeren dient zum Beispiel
als Erkennungssignal fir den Abbau eines Proteins Uber das 26S Proteasom, einem ATP-
abhangigen Proteasekomplex, der fir die Entfaltung und den Abbau polyubiquitylierter
Proteine sorgt [Chau et al., 1989; Voges et al., 1999] (Abbildung 1). Zusammen haben
Ubiquitin und das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) Einfluss auf beinahe alle pflanzlichen
Entwicklungs- und Wachstumsprozesse, von der Regulation des Zellzyklus Uber die

Photomorphogenese und die Phytohormon-Signalwege bis hin zur Pathogenabwehr.
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Abbildung 1: Der Proteinabbau Uber das 26S Proteasom.

Ubiquitin (UB) wird nach der Prozessierung durch ein El-aktivierendes Enzym unter ATP-Verbrauch
aktiviert, auf ein E2-konjugierendes Enzym transferiert und mittels einer E3 Ligase (HECT/ RING/U-
Box/ CRL) kovalent an ein spezifisches Substrat (S) gebunden. Durch die Wiederholung des Zyklus
kann eine Ubiquitinkette gebildet werden, die das Substrat fir den Abbau Uber das 26S Proteasom
markiert. Die Ubquitine werden von deubiquitinierenden Enzymen (DUBs) vor dem Abbau vom
Substrat abgespalten und recycelt. Cystein (C), Glycin (G), Lysin (K), variable C-terminale
Aminosaure(n) (X).

1.2. NEDDS8 ist ein Ubiquitin-ahnliches Protein

Basierend auf ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu Ubiquitin konnte mittlerweile eine ganze
Reihe Ubiquitin-ahnlicher Proteine identifiziert werden, die als UBLs (UBIQUITIN-LIKE
PROTEINS) bezeichnet werden. UBLs zeichnen sich durch eine charakteristische
3-dimensionale Kernstruktur, dem sogenannten Ubiquitin-Faltungsmotiv aus, welches aus
einer a-Helix umschlossen von einem flinfstrangigen B-Faltblatt besteht [Burroughs et al.,
2012a]. In Pflanzen sind bisher die UBLs RUB (RELATED TO UBIQUITIN), SUMO, ATGS8
(AUTOPHAGY-RELATED PROTEIN 8), ATG12 (AUTOPHAGY-RELATED PROTEIN 12),
UFM1 (UBIQUITIN-FOLD MODIFIER 1), URM1 (UBIQUITIN-RELATED MODIFIER 1),
HUB1 (HOMOLOGOUS TO UBIQUITIN 1) und einige strukturell &hnliche Proteine bekannt
[Vierstra, 2012]. Unter diesen UBLs zeigt RUB, mit dessen Regulation und Substraten sich
diese Arbeit beschaftigt, die groRte Ahnlichkeit zu Ubiquitin. RUB und Ubiquitin haben etwa
62 % identische Aminosauren und zudem eine bemerkenswert ahnliche Kristallstruktur [Rao-
Naik et al., 1998; Singh et al., 2012] (Abbildung 2). In Menschen und tierischen Systemen
wird RUB als NEDDS8 bezeichnet, da es urspriinglich in einem genetischen Screen als eines
von mehreren wahrend der Gehirnentwicklung in Mausen herunterregulierten Genen
identifiziert wurde [Kamitani et al., 1997]. RUB/NEDDS ist innerhalb der Eukaryoten hoch
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konserviert [Kumar et al., 1993; Rao-Naik et al., 1998; Burroughs et al., 2012b; Mergner and
Schwechheimer, 2014] und ein Verlust des NEDD8-Systems ist in den meisten Organismen
letal [Jones and Candido, 2000; Osaka et al., 2000; Tateishi et al., 2001; Kurz et al., 2002;
Ou et al., 2002; Dharmasiri et al., 2003]. Die einzige bekannte Ausnahme ist die Backerhefe
Saccharomyces cerevisiae, in der das NEDDS8-System zwar konserviert, aber nicht

essenziell ist [Lammer et al., 1998; Liakopoulos et al., 1998].

Ubiquitin NEDDS8 Abbildung 2: Kristallstruktur von Ubiquitin
und NEDDS.

Die 3-dimensionale Faltung von Ubiquitin und
NEDDS8 ist hochkonserviert. Die Strukturen
wurden der RCBS Proteindatenbank (PDB)
entnommen und mit der Software UCSF
Chimera nachbearbeitet. Ubiquitin  (1UBQ);
NEDD8 (1NDD); N-Terminus (N); Glycin75,
Glycin76 (GG).

Gg

1.2.1. In Arabidopsis ist NEDDS als Fusionsprotein kodiert

In Arabidopsis gibt es drei RUB/NEDDS8 kodierende Gene RUB1 (UBQ15), RUB2 (UBQ?7)
und RUB3 (UBQ16). Zwischen RUB1 und RUB2 ist nur eine der 76 Aminosauren
unterschiedlich, wahrend RUB3 sich in 16 Aminosduren von RUB1 und RUB2 unterscheidet.
Zudem sind RUB1 und RUB2, aber nicht RUB3, als Fusionsproteine mit einem N-terminalen
Ubiquitin kodiert [Rao-Naik et al., 1998] (Abbildung 3).

Abbildung 3: NEDDS8-kodierende Gene in

RUB1 BRLRGG T )ALRGG_FGLL . . ;
Arabidopsis thaliana.

D
RUB2 RLRGG.T LRGG LL Schematische Darstellung der Proteindoménen
von NEDDB8-Paralogen aus Arabidopsis (RUB1,
RUB3 M AL RGG_CC RUB2, RUB3) und Mensch (NEDDS).
Hervorgehoben sind die letzten 5 Aminoséauren
NEDDS N LRGG GGLRQ  yon Ubiquitin (UB) und NEDDS8 vor den

proteolytischen Schnittstellen (), die erste
Aminosaure von NEDD8 und die C-terminale
Aminosaurenextension. Die Position der Introne
in den jeweiligen Genen ist durch ein Dreieck
markiert.

(nach Mergner and Schwechheimer [2014])

Wahrend RUB1 und RUB2 in allen Organen von Arabidopsis exprimiert werden, findet sich
fur RUB3 nur eine Expression in den Blutenknospen und dem Stangel. Dies weist auf eine
spezielle Funktion von RUB3 hin [Rao-Naik et al., 1998]. Die beiden Gene RUB1 und RUB2

haben dagegen eine redundante Funktion und in der Dopppelmutante rubl rub2 kommt es

6
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im Zweizellstadium zum Abbruch der Embryonalentwicklung [Bostick et al., 2004]. Durch die
Prozessierung der RUB1 und RUB2 Vorlauferproteine werden die beiden reifen
Untereinheiten Ubiquitin und RUB/NEDDS freigesetzt (siehe unten). RUB/NEDD8 wird im

weiteren Textverlauf als NEDDS8 bezeichnet.

1.2.2. NEDDB8 wird am C-Terminus prozessiert

Wie Ubiquitin und die meisten anderen UBLs wird NEDDS8 zunéachst als ein Vorlauferprotein
mit einer kurzen zusatzlichen Peptidsequenz am C-Terminus gebildet, die prozessiert
werden muss, um das reife NEDD8 zu bilden [Rao-Naik et al., 1998; Vierstra, 2012]. Die
beiden von RUB1 und RUB2 kodierten Ubiquitin.NEDD8 Fusionsproteine benétigen
demnach zwei Prozessierungsschritte am N-Terminus und C-Terminus von NEDD8. Welche
Proteasen fur die NEDD8 Prozessierung verantwortlich sind, ist gegenwartig noch unklar
[Rabut and Peter, 2008; Enchev et al., 2014; Mergner and Schwechheimer, 2014].
Vielversprechende Kandidaten finden sich in der Familie der UCHs (UBIQUITIN C-
TERMINAL HYDROLASES), die an der Prozessierung von Pro-Ubiquitin beteiligt sind
[Larsen et al., 1998; Eletr and Wilkinson, 2014]. Fir eine der vier UCHs aus Menschen,
UCHL3 (UBIQUITIN CARBOXYL-TERMINAL ESTERASE L3), konnte zumindest in vitro eine
duale Spezifitat fir sowohl Ubiquitin als auch NEDDS8 gezeigt werden [Wada et al., 1998].
Darliber hinaus konnte fir Mutanten von YUH1 (YEAST UBIQUITIN HYDROLASE 1), dem
einzigen UCH Homolog aus S. cerevisiae, eine verminderte Prozessierung des NEDDS8
Vorlauferproteins gezeigt werden [Linghu et al., 2002]. In Arabidopsis gibt es drei Vertreter
der UCH Familie: UCH1, UCH2 und UCH3. Phylogenetische Analysen zeigen, dass UCH1
und UCH2 nahe mit den Proteasen der UCH37-Gruppe verwandt sind. Dagegen ist UCH3 in
der UCHL1-Gruppe zu finden, zu der auch UCHL3 und YUH1 gehéren [Yang et al., 2007,
Mergner and Schwechheimer, 2014] (Abbildung 4).

Ein weiterer Kandidat fir die NEDD8 Prozessierung ist die Cysteinprotease DEN1
(DENEDDYLASE 1), auch genannt NEDP1 (NEDD8-SPECIFIC PROTEASE 1) oder SENP8
(SENTRIN-SPECIFIC PROTEASE 8). Die orthologen Proteine aus Mensch und Drosophila
sind in vitro in der Lage NEDD8 zu prozessieren [Gan-Erdene et al., 2003; Chan et al.,
2008]. Mit der Ausnahme von YUH1 konnte jedoch fiir keine der genannten Proteasen eine

essenzielle Funktion in der NEDD8 Prozessierung in vivo nachgewiesen werden.
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Abbildung 4:
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1.2.3. Die Neddylierung erfolgt Uber eine Enzymkaskade

Der Mechanismus der Neddylierung entspricht dem enzymatischen Ablauf der Ubiquitin-
Konjugation. In der Tat sind der Mechanismus und die Komponenten des
Modifikationsweges zwischen Ubiquitin und den verschiedenen UBLs erstaunlich ahnlich,
was auf einen gemeinsamen Entwicklungsursprung schlieBen lasst [Vierstra, 2012]. Das
reife NEDDS8 bildet zuerst unter ATP-Verbrauch eine reaktive Thioesterbindung mit dem E1-
aktivierenden Enzym (Abbildung 5). In Arabidopsis wird das E1 von einem Heterodimer aus
der regulatorischen Untereinheit AXR1 (AUXIN RESISTANT 1) und der katalytischen
Untereinheit ECR1 (E1 C-TERMINAL RELATED 1) gebildet. AXR1 entspricht dabei dem N-
Terminus und ECR1 dem C-Terminus des aus einem einzigen Polypeptid bestehenden
Ubiquitin E1 Enzyms.

Das NEDD8 E1 Enzym bindet zunachst ein ATP-Molekil in einer
Nukleotidbindetasche im N-Terminus von ECR1. NEDD8 wird Uber die Interaktion mit der
AXR1 und ECR1 Untereinheit so ausgerichtet, dass sich der NEDD8 C-Terminus ebenfalls
genau in die Nukleotidbindetasche einpasst und die Bildung eines NEDDB8-Adenylates
ermdglicht. Diese energiereiche Bindung wird daraufhin vom Cystein des aktiven Zentrums
angegriffen, so dass sich eine Thioesterbindung zwischen Cystein215 von ECR1 und dem
C-terminalen Glycin76 von NEDDS8 bildet [Walden et al., 2003]. Im néchsten Schritt bindet
das E1 ein weiteres NEDD8 Uber die Adenylatdoméane, so dass ein doppelt beladenes E1
Enzym mit einem kovalent lber einen Thioester gebundenen NEDD8 (NEDDS8(T)) und einem

zweiten nichtkovalent gebundenem NEDD8-Adenylat (NEDD8(A)) vorliegt (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Aktivierung von NEDDS8 uber das heterodimere E1 Enzym.

Die Aktivierung von NEDD8 durch das E1 Enzym bendétigt die aufeinanderfolgende Bindung von ATP
und NEDDS8 uber die Adenylatdoméane von ECR1. Die Konjugation von AMP aktiviert den NEDDS8 C-
Terminus und ermdglicht die Thioesterbindung an das Cystein (C) des aktiven Zentrums in der
katalytischen Doméne von ECR1. Die Bindung eines zweiten NEDD8-Monomers uber die
Adenylatdoméane fiuhrt zu einer Konformationsdnderung, der Bindung des E2 Enzyms uber die
Ubiquitinfaltungs-Domé&ne (UFD) von ECR1 und dem Transfer von NEDD8 auf das Cystein des
aktiven Zentrums von E2. (nach Enchev et al. [2014])

Durch die Doppelbeladung des E1 kommt es zu einer Konformationsanderung, die die
Bindung des E2-konjugierenden Enzyms, in Arabidopsis RCE1 (RUB1 CONJUGATING
ENZYME 1), lber die UFD (UBIQUITIN FOLD DOMAIN) Doméane von ECR1 ermdglicht.
Uber eine Transthioester-Reaktion wird NEDD8(T) anschlieBend auf das aktive Cystein113
von RCEL1 ubertragen und der neu gebildete E2-NEDD8 Thioester trennt sich vom E1 Enzym
[Huang et al., 2007]. Der NEDD8 Thioester fungiert in diesem Zusammenhang als eine Art
Schalter, der die Affinitdten der verschiedenen E1- und E2-Formen zueinander reguliert. Die
Bildung des E1 Thioesters beglnstigt die Interaktion mit dem freien E2, wahrend der
Ubergang von NEDDS8 auf das E2 zur Ablésung des E2 Thioesters von dem nun seinerseits
freien E1 fUhrt [Huang et al., 2007]. Im abschlieBenden Schritt der Enzymkaskade bindet der
E2-NEDD8 Thioester, ublicherweise mit Hilfe einer E3 Ligase, an das jeweilige
Substratprotein und es bildet sich eine kovalente Isopeptidbindung zwischen der
e-Aminogruppe eines Lysins des Substrats und dem C-terminalen Glycin von NEDDS8
[Walden et al., 2003] (Abbildung 6).

Im Vergleich zur groRen Anzahl an E3 Ligasen des Ubiquitin-Systems haben die
meisten UBLs entweder nur sehr wenige oder gar keine bekannten E3 Ligasen [Kerscher et
al., 2006]. Fur das NEDD8 System ist die CRL-Untereinheit RBX1 (RING BOX 1) ein
Kandidat einer E3 Ligase, die die Interaktion zwischen dem NEDD8 E2 und den Cullinen
ermdglicht [Morimoto et al., 2000; Gray et al., 2002]. Des Weiteren wurde DCN1
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(DEFECTIVE IN CULLIN NEDDYLATION 1) als eine NEDD8 E3 Ligase beschrieben [Kurz et
al., 2005; Kurz et al., 2008; Meyer-Schaller et al., 2009].

Wie Ubiquitin kann auch NEDDS8 im Prinzip Ketten bilden, indem eines der internen
Lysine als Modifikationsstelle fur ein weiteres NEDD8 Monomer dient [Rao-Naik et al., 1998].
Es wird jedoch angenommen, dass die meisten NEDD8-Substrate an einem oder mehreren

Lysinen mononeddyliert werden [Girdwood et al., 2011].
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Abbildung 6: Neddylierung und Deneddylierung.

Nach der Prozessierung des Ubiquitin (UB)-NEDD8 Vorlauferproteins wird NEDD8 von dem
heterodimeren E1 Enzym bestehend aus AXR1 und ECR1 unter ATP-Verbrauch aktiviert. Im nachsten
Schritt wird das Uber einen Thioester gebundene NEDD8 an das NEDD8-konjugierende Enzym RCE1
weitergegeben und schlielich mit Hilfe einer E3 Ligase kovalent an ein Lysin des Substrats
gebunden. NEDDS8 kann durch Deneddylasen, wie das COP9-Signalosom (CSN), wieder abgespalten
werden. Das ATP-Analog MLN4924 ist ein kompetitiver Inhibitor des Aktivierungsschrittes der
Enzymkaskade und hemmt die Neddylierung. Glycin (G); Cystein (C); Lysin (K); Leucin (L);
Phenylalanin (F); Cullin (CUL).

1.2.4. MLN4924 ist ein spezifischer Inhibitor der Neddylierung

Auf der Suche nach neuen Krebsmedikamenten wurde in der Firma Millenium
Pharmaceuticals vor einigen Jahren das AMP-Analog MLN4924 als ein Inhibitor der
Neddylierung entdeckt [Soucy et al., 2009]. MLN4924 bindet in der Nukleotidbindetasche von
ECR1 und reagiert mit NEDD8 (T) zu einem NEDD8-MLN4924-Addukt. Diese Verbindung
fungiert dann als ein ATP-kompetitiver Inhibitor, der sehr stark an das E1 bindet und dadurch
seine Aktivitdt beeintrdchtigt [Brownell et al.,, 2010]. Es konnte gezeigt werden, dass
MLN4924 spezifisch nur das NEDDS8-aktivierende Enzym, nicht aber die strukturell
verwandten E1 Enzyme des Ubiquitin- oder SUMO-Weges inhibiert [Soucy et al., 2009].
Durch die Hemmung des NEDDS8 E1 beeinflusst MLN4924 die Regulation der CRLs (siehe

unten) und damit den CRL-abhangigen Proteinabbau. Da essenzielle zellulare Ablaufe wie
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der Zellzyklus auf die CRL-Funktion angewiesen sind, eignet sich MLN4924 als ein neuer
Ansatzpunkt fir die Modulation des Ubiquitin-Systems im Rahmen der Krebsbehandlung
[Soucy et al.,, 2009]. Aufgrund der hohen Konservierung des Neddylierungsweges in
Eukaryoten kann MLN4924 auch in pflanzlichen Systemen eingesetzt werden [Hakenjos et
al., 2011]. Die Reaktion auf die Behandlung mit MLN4924 ist aul3erdem eines der Kriterien
zur Ildentifizierung neuer NEDD8-Substrate (siehe unten) und wurde auch in dieser Arbeit

entsprechend genutzt.

1.2.5. Es gibt nur wenige bekannte NEDD8-Substrate

Die prominentesten und am besten charakterisierten NEDD8-Substrate sind die Culline.
Culline bilden die Gerustuntereinheiten der CRLs und spielen daher eine wichtige Rolle in
der Regulation des Proteinabbaus tber das 26S Proteasom. Die Position der NEDDS8-
Modifikation ist jeweils eine innerhalb der verschiedenen Culline konservierte
Aminosauresequenz, IVRIMKMR [Wada et al., 1999; Pan et al., 2004]. Studien in tierischen
Systemen, vor allem in humanen Zellkulturen, fihrten in den letzten Jahren zur Entdeckung
einer Reihe von weiteren NEDDS8-Substraten [Rabut and Peter, 2008; Enchev et al., 2014;
Mergner and Schwechheimer, 2014]. Viele dieser Substrate haben eine Verbindung zu
Krankheiten wie zum Beispiel Krebs, Altzheimer oder Parkinson, was auch das Interesse der
medizinischen Forschung fir das Neddylierungssystem und seine Regulation geweckt hat.
Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass die Neddylierung in Mausen eine wichtige
Funktion in der Synapsenreifung und der Stabilitat des Dornenfortsatzes spielt [Vogl et al.,
2015].

In Pflanzen konnte mit ML3 bislang nur ein weiteres NEDD8-Substrat neben den
Cullinen experimentell bestatigt werden. ML3 gehort zur Familie der ML-Protein, die sich
durch ein Signalpeptid fir den Import in das Endoplasmatische Reticulum und eine ML-
Doméne auszeichnen. ML3 hat in Arabidopsis vermutlich eine Funktion in der
Pathogenabwehr [Hakenjos et al., 2013]. Zuséatzlich wurde fir die CRL Adapter-Untereinheit
DDB1a in einem in planta Neddylierungs-Assay eine NEDD8-Modifikation gezeigt. Uber das
Auftreten dieser Neddylierung unter endogenen Bedingungen und ihre mégliche molekulare
Funktion ist aber noch nichts bekannt [Hotton et al., 2012].

Auch in pflanzlichen Systemen werden noch weitere NEDD8-Substrate vermutet. lhre
geringe Abundanz und die vermutlich hohen Plastizitdt der Modifikation gestaltet eine
Identifikation jedoch als schwierig. Eine weitere Hirde fur die Entdeckung neuer NEDD8-
Substrate ist die nahe Verwandtschaft und Sequenzéhnlichkeit zwischen NEDD8 und
Ubiquitin. Zum einen ist die Unterscheidung zwischen einer NEDDS8- oder Ubiquitin-
Modifikation mittels Massenspektrometrie erschwert, da der standardmaflig verwendete

Trypsinverdau zu einem identischen GG-Fingerabdruck an modifizierten Peptiden flhrt. Zum
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anderen konnte erst kiirzlich gezeigt werden, dass ein Uberschuss an NEDD8 zu einer
Aktivierung des Ubiquitin E1 Enzyms mit NEDDS fuhrt [Hjerpe et al., 2012a; Leidecker et al.,
2012; Singh et al., 2012]. Die Verlagerung des Verhdltnisses zwischen freiem NEDDS8 und
Ubiquitin, das unter normalen Umstanden in der Zelle nahe bei eins liegt, hin zu NEDDS flhrt
demnach zu einer falschlichen Konjugation von NEDDS8 an Ubiquitin-Substrate [Hjerpe et al.,
2012Db; Leidecker et al., 2012].

Die Uberexpression von NEDD8 im Rahmen von experimentellen Untersuchungen
kann demnach zur Bildung von Artefakten fiihren. Fur potentielle NEDD8-Substrate sollten
daher die Kriterien einer ,echten” Neddylierung beachtet werden, die kirzlich aufgestellt
wurden [Rabut and Peter, 2008; Enchev et al., 2014]. Demnach sollte: (1) Eine kovalente
Bindung zwischen NEDD8 und dem jeweiligen Substrat nachgewiesen werden. (2) Die
Neddylierung unter homdoostatischen Bedingungen und mit endogenen Konzentrationen von
NEDDS8 und dem Substrat erfolgen. (3) Die Reaktion sollte empfindlich gegen den NEDDS8
E1-Inhibitor MLN4924 sein. Idealerweise sollten zudem die an der Reaktion beteiligten E2
und E3 Enzyme identifiziert werden und die regulatorischen oder biologischen Auswirkungen
der Modifikation aufgeklart werden.

1.3. NEDD8 reqguliert die CRL-Aktivitat

1.3.1. CRLs bilden die grof3te Familie der E3 Ubiquitinligasen

Da die Culline wichtige NEDD8-Substrate sind, ist der NEDD8-Weg intensiv mit den CRL-
Komplexen und dem proteasomalen Proteinabbau verbunden. CRLs werden anhand ihrer
Untereinheiten in verschiedene Kategorien unterteilt, besitzen aber grundséatzlich einen
ahnlichen Aufbau (Abbildung 7). Der Kernkomplex besteht aus einem Cullin als zentraler
Geristuntereinheit und RBX1, welches sowohl als NEDD8 E3 Ligase fungiert, als auch fur
die Rekrutierung des Ubiquitin E2 Enzyms sorgt [Morimoto et al., 2000; Petroski and
Deshaies, 2005; Bosu and Kipreos, 2008]. Die Spezifitat der jeweiligen CRL wird Uber die
zuséatzliche Substrat-erkennende Untereinheit vermittelt, die entweder direkt oder Gber einen
Adapter an Cullin bindet. In Arabidopsis wurden bisher drei CRL-Typen charakterisiert, SCF
(S-PHASE KINASE ASSOCIATED PROTEIN 1/CELL DIVISION CONTROL PROTEIN 53/F-
Box), BTB (BRIC-A-BRACK/TRAMTRACK/BROAD COMPLEX) und DWD (DDB1-
BINDING/WD-40) [Hua and Vierstra, 2011].

Mit beinahe 700 Adapter/Substraterkennungs-Modulen sind SCFs die grof3te CRL-
Gruppe in Arabidopsis. Sie bestehen aus einer Cullinl-Untereinheit, RBX1, einem
Adapterprotein ASK (ARABIDOPSIS SKP) und einer variablen F-Box Proteinuntereinheit
[Hua and Vierstra, 2011]. BTB-Komplexe werden von den Cullin3 Isoformen, RBX1 und

einem Vertreter der diversen Familie von etwa 80 BTB Proteinen als austauschbarer
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Adapter/Substratrezeptor-Untereinheit gebildet [Furukawa et al., 2003; Xu et al., 2003;
Gingerich et al., 2005]. Cullin4 dient als Untereinheit der etwa 85 DWD CRLs zusammen mit
RBX1, dem Adapterprotein DDB1 (DAMAGED DNA-BINDING 1) und der Substrat-
erkennenden Untereinheit DWD (DDB1-BINDING/WD-40) [Bernhardt et al., 2006; Lee et al.,
2008; Zhang et al., 2008; Chen et al., 2010].

Abbildung 7: Schematische Darstellung der

@@ @@ CRL E3 Ligasen aus Arabidopsis.

CRLs bestehen aus einem Kernkomplex aus der

‘A 4 4 jeweiligen Cullin (CUL)-Untereinheit und RBX1,

P - % - P - einer Adapter-Untereinheit (ASK fiir CUL1, DDB1

fir CUL4) und einer Substrat-erkennenden

SCF BTB DWD Untere@pheit (F-Box fur CUL1, BTB fur CUL3,
DWD fur CUL4).

1.3.2. CRLs unterliegen einer komplexen Regulation

Aufgrund der Vielzahl an moglichen modularen E3s bedarf es einer Regulation des
Zusammenbaus und Aktivitat dieser Komplexe [Petroski and Deshaies, 2005; Bosu and
Kipreos, 2008]. Besondere Bedeutung haben hierbei die Cullin-Neddylierung und die
Interaktion mit CAND1 (CULLIN-ASSOCIATED NEDDYLATION-DISSOCIATED 1)
(Abbildung 8). Die Neddylierung der Cullin-Untereinheit  fihrt zu  einer
Konformationsanderung des CRL-Komplexes, die die Bindung des beladenen Ubiquitin E2
Enzyms begunstigt und zusatzlich den Abstand zwischen E2 und dem gebundenen Substrat
verringert [Duda et al., 2008; Saha and Deshaies, 2008]. Nach der Polyubiquitylierung und
Freisetzung des Substrats wird die Cullin-Untereinheit deneddyliert und der CRL-Komplex
somit zumindest partiell inaktiviert. Durch die Bindung von CAND1 kann daraufhin das
Adapter/Substraterkennungs-Modul, welches mit CAND1 um eine Bindestelle an der Cullin-
Untereinheit konkurriert, kompetitiv aus dem CRL-Komplex verdrangt werden. Der CRL-
Kernkomplex bestehend aus Cullin und RBX1 wird daraufhin entweder durch CAND1 in
einem ,freien“ Zustand gehalten oder er bindet ein neues Adapter/Substraterkennungs-
Modul. Die Cullin-Neddylierung stabilisiert dagegen einen gebildeten CRL-Komplex, da
CAND1-Bindung und Cullin-Neddylierung sich ebenfalls gegenseitig ausschlieen [Pierce et
al., 2013; Wu et al., 2013; Zemla et al., 2013].
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Abbildung 8: CAND1 und NEDDS8 regulieren CRL-Aktivitat und Zusammensetzung.
Schematische Darstellung der Verdrdngung eines hypothetischen F-Box Proteins (FBP1) durch
CAND1 nach der Deneddylierung von Cullinl (CUL1). Die Neddylierung von CUL1 nach der Bindung
eines anderen F-Box Proteins (FBP2) stabilisiert den SCF-Komplex und ermdglicht die Substrat (S)-
Ubiquitylierung. Glycin (G); Lysin (K); Cystein (C); Ubiquitin (UB). (nach Mergner and Schwechheimer
[2014])

1.4. Die Deneddylierung erfolgt durch spezifische Isopeptidasen

Bei der Markierung von Substraten mit Ubiquitin oder UBLs handelt es sich um einen
reversiblen Vorgang. Durch die Aktivitdt von Isopeptidasen, den sogenannten DUBs
(DEUBIQUITINATING ENZYMES) koénnen die Peptidmodifikationen wieder hydrolysiert
werden. DUBs haben verschiedene Funktionen innerhalb der UbiquitinfUBL-Wege. Sie
ermoglichen die Aktivierung von Ubiquitin/UBLs durch die Prozessierung der
Vorlauferproteine, machen die Modifikation von Substraten rickgdngig und fillen das
Reservoir an freiem Ubiquitin/UBL durch das Recyceln von Ubiquitin- oder UBL-Ketten oder
die Regeneration von fehlerhaften Ubiquitin/UBL-Addukten wieder auf [Komander et al.,
2009; Reyes-Turcu et al., 2009] (Abbildung 9).

Abbildung 9: DUB
P B FOBL Ax Funktionen.
) DUB Verschiedene DUBs kon-
Y Prozessierung trollieren die Prozessie-
‘ Nukeophil ) rung von UB/UBL Vor-
lauferproteinen, die Re-

generation von fehler-
' haften UB/UBL-Addukten
¢ und die Dekonjugation

‘G‘K und das anschlieRende
A ) ‘ ) ‘ ) . Recycling von UB/UBL
‘ — ™ 'G - W - von den  jeweiligen

Substraten (S). Glycin
L (G); Lysin (K), variable C-
R _Freies Reservoir - /

terminale Aminosaure(n)
X).
Regeneration : Dekonjugation En;ch Komander et al.
Recycling [2009])
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In Eukaryoten gibt es finf DUB Familien, die Uber ihre katalytischen Doménen Klassifiziert
werden [Komander et al., 2009]: UCHs, UBPs (UBIQUITIN SPECIFIC PROTEASES), OTUs
(OVARIAN TUMOR PROTEASES), MJDs (MACHADO-JOSEPHIN DOMAIN) und JAMMs
(JAB1/MPN/MOV34). Obwohl die meisten DUBs sehr spezifisch sind, zeigen einige DUBs
Aktivitat fir mehrere Substrate, wie zum Beispiel USP5 (UBQ, ISG15; [Catic et al., 2007]
oder USP21 (UBQ, NEDDS; [Gong et al., 2000]. Eine weitere Familie von Proteasen, SENPs
(SENTRIN-SPECIFIC PROTEASES) oder ULPs (UBIQUITIN-LIKE PROTEASES),
hydrolysiert die Bindung zwischen SUMO und seinen jeweiligen Substraten.

Fur NEDDS sind neben einer Reihe an DUBs mit einer dualen Spezifitat fir sowohl Ubiquitin
als auch NEDDS in vitro (Ataxin-3 [Ferro et al., 2007]; PfUCH54 [Artavanis-Tsakonas et al.,
2006]; UCHL3 [Wada et al., 1998]; UCHL1 [Hemelaar et al., 2004]) nur zwei spezifische
Isopeptidasen (Deneddylasen) bekannt. Eine der Deneddylasen ist das COP9-Signalosom
(CSN), ein konservierter Proteinkomplex aus meist 8 Untereinheiten, der NEDD8 von den
Cullinen entfernt und damit eine wichtige Funktion in dem oben beschriebenen CRL-Zyklus
einnimmt [Schwechheimer and Deng, 2001; Cope and Deshaies, 2003; Schwechheimer and
Isono, 2010]. Die Cullin-Deneddylierung ist die einzige bisher bekannte enzymatische
Funktion des CSN-Komplexes und wird von der Untereinheit 5 (CSN5), einem Mitglied der
Zink-abhéngigen JAMM-Metalloproteasen, ausgetbt [Cope et al., 2002]. CSN5 ist als Tell
des CSN-Komplexes und als Monomer nachweisbar, was zu Spekulationen Uber eine
mdogliche Funktion fir CSN5 getrennt von CSN-Komplex und Cullin-Neddylierung gefuhrt
hat. Bisher gibt es jedoch keine experimentellen Beweise fir eine eigensténdige Funktion
des CSN5 Monomers [Schwechheimer and Isono, 2010]. Die Interaktion zwischen CSN und
CRLs ist unabhangig von der CSN5 Untereinheit und stellt eine weitere Komponente der
CRL-Regulation dar [Enchev et al., 2012]. Monomeres CSN5 zeigt keine
Deneddylierungsaktivitat fur die Culline, sondern bendétigt den restlichen CSN-Komplex, um
NEDDS8 in seinem aktiven Zentrum zu positionieren [Sharon et al., 2009; Enchev et al.,
2012].

Die andere bekannte NEDDB8-spezifische Protease ist die bereits als potentielles
NEDDS8-prozessierendes Enzym erwahnte Cysteinprotease DEN1. Wie die weiteren
Komponenten des NEDDS8-Systems ist DEN1 innerhalb der Eukaryoten hoch konserviert
[Mendoza et al., 2003]. Eine Ausnahme bildet erneut die Backerhefe S. cerevisiae, in der
kein DEN1 Homolog identifizert werden kann [Zhou and Watts, 2005]. Im Arabidopsis
Genom findet sich ein einziges potentielles DEN1-Gen, das wie seine Homologe aus den
tierischen Systemen und Spalthefe, phylogenetisch zu den SENPs gehort [Colby et al.,
2006]. Wie die anderen bereits charakterisierten Vertreter der DEN1 Familie zeigt aber auch

das putative DEN1 aus Arabidopsis keine Aktivitdt als SUMO-Isopeptidase [Colby et al.,
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2006], so dass auf seine Funktion bisher nur Uber die Erkenntnisse zu den Homologen
anderer Organismen geschlossen werden kann.

Anders als der CSN-Komplex weist das humane DEN1 in vitro nur eine sehr geringe
Deneddylierungsaktivitdt fir mononeddylierte Culline auf und die DEN1-Vertreter aus
Drosophila und Spalthefe zeigten auch keine Aktivitat als Cullin-Deneddylase in vivo [Wu et
al., 2003; Yamoah et al., 2005; Zhou and Watts, 2005; Chan et al., 2008]. Dagegen ist DEN1
in vitro oder bei Uberexpression der Protease auch in vivo in der Lage, NEDD8 von den
meisten anderen bisher bekannten NEDD8-Substraten, wie beispielsweise MDM2 (MOUSE
DOUBLE MINUTE 2) oder dem ribosomale Protein L11 zu hydrolysieren [Rabut and Peter,
2008; Enchev et al., 2014]. In Ubereinstimmung mit dem Model, dass DEN1 in vivo eine
komplementare Deneddylierungsaktivitat zu CSN5 hat, zeigen DEN1 knock-out Mutanten in
Spalthefe, Aspergillus nidulans, Drosophila und Maus einen &hnlichen molekularen
Phanotyp, namlich die Akkumulation neddylierter Proteine bei denen es sich nicht um Culline
handelt [Zhou and Watts, 2005; Chan et al., 2008; Christmann et al., 2013; Vogl et al., 2015].
Die physiologischen Phanotypen von denl Mutanten sind jedoch vergleichsweise mild. In
Drosophila lasst sich kein physiologischer Effekt des DEN1 Verlustes beobachten [Chan et
al., 2008]. Allerdings konnte gezeigt werden, dass die Induktion des programmierten Zelltods
in den Mutanten gehemmt ist [Broemer et al., 2010]. Mutanten des DEN1 Homologs Nepl
aus Spalthefe zeigen eine leichte Beeintrachtigung in der zeitlichen Koordination des
Zellzyklus und in Aspergillus nidulans scheint DenA eine Rolle in der Anfangsphase des
sexuellen Entwicklungszyklus zu spielen [Zhou and Watts, 2005; Christmann et al., 2013].
Trotz der Beobachtung, dass denl Mutanten neddylierte Proteine akkumulieren, konnten
bisher nur sehr wenige dieser DEN1-abhangigen NEDDB8-Substrate identifiziert und mit
einem beschriebenen Phéanotyp in Verbindung gebracht werden [Enchev et al., 2014]. Fur

pflanzliche Systeme gibt es bislang noch keine bekannten DEN1-Substrate.

1.5. Zielsetzung

Die Funktion von NEDDS8 innerhalb des CRL-Systems, mit den Cullinen als Substraten und
CSN als Deneddylase, ist inzwischen gut erforscht. Ob es weitere biologisch relevante
Substrate und Funktionen der Neddylierung gibt, wird dagegen immer noch kontrovers
diskutiert. Ahnlich umstritten ist die Rolle von DEN1 als der neben CSN5 einzig anderen
bekannten Deneddylase. Ziel dieser Arbeit war daher die Charakterisierung der Funktion von
DENL1 in Arabidopsis und die Identifikation noch unbekannter DEN1-spezifischer NEDD8-
Substrate. Auf diese Weise sollte das Bild des NEDD8-Systems in Pflanzen tber das Cullin-

CSN-Model hinaus erweitert werden.
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2. Ergebnisse

2.1. DEN1 ist eine NEDD8-spezifische Protease

Zu Beginn dieser Arbeit stand die Frage, ob es neben der Regulation der CRL-Komplexe

Uber die Cullin-Modifikation weitere, noch unbekannte Funktionen der Neddylierung gibt.

Dazu sollte insbesondere auch die Rolle von DENL1 innerhalb des pflanzlichen NEDDS8-

Systems erforscht und mégliche neue und DEN1-spezifische NEDD8-Substrate identifiziert

werden.

2.1.1. DEN1 ist innerhalb der Eukaryoten konserviert

Eine BLAST-Suche nach Proteinen der SENP-Familie ergab in Arabidopsis eine Liste von

acht putativen SUMO-Isopeptidasen. Der Phylogenetische Vergleich der Arabidopsis SENPs

mit den SENPs aus dem menschlichen Genom zeigte, dass eines der identifizierten Gene,
AT5G60190, eine eigene Untergruppe mit NEDP1, dem humanen Vertreter der DEN1
Subfamilie bildet [Colby et al., 2006]. Aufgrund seiner hohen Sequenzahnlichkeit zu NEDP1
und der Beobachtung, dass AT5G60190 eine enzymatische Spezifitat fir NEDD8 aber nicht
fur SUMO zeigt, wurde AT5G60190 daher als das DEN1 Homolog von Arabidopsis

eingeordnet [Colby et al., 2006]. DEN1 zeigt einen hohen Grad an Konservierung innerhalb

der Eukaryoten (Abbildung 10).
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Abbildung 10: DENL1 ist innerhalb der Eukaryoten hoch konserviert.
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ClustalwW-Alignment der DEN1 Proteine aus Arabidopsis (At), Mensch (Hs), Drosophila (Dm),
Spalthefe (Sp) und Aspergillus nidulans (An). Die Aminosauren der katalytischen Triade sind mit

einem Stern (*) gekennzeichnet.
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Das Protein gehoért zur C48 Familie der Cysteinproteasen mit einer katalytischen Triade,
bestehend aus den Aminoséuren Histidin (His, H), Asparaginsaure (Asp, D) und Cystein
(Cys, C). Wéahrend es nur ein Homolog des Enzyms in Arabidopsis, Drosophila, Aspergillus
nidulans und Mensch gibt, konnten fir die Spalthefe zwei Homologe Nepl und Nep2
identifiziert werden. Als einzige der bisher charakterisierten Vertreter der DEN1 Familie
besitzen Nepl und Nep2 aul3erdem zusatzliche N- und C-terminale Domanen, die
maoglicherweise zur Interaktion mit anderen Proteinen dienen. Die Konservierung von DEN1
in Organismen aus verschiedenen Reichen der Eukaryoten weist auf eine wichtige und

wahrscheinlich ebenfalls konservierte Funktion des Proteins hin.

2.1.2. Identifizierung von denl Mutanten

Der Verlust von DEN1 fuhrt in verschiedenen Organismen zu einer Anreicherung
neddylierter Proteine und zum Teil auch zu leichten Entwicklungsdefekten [Zhou and Watts,
2005; Chan et al., 2008; Christmann et al., 2013]. Um einen Einblick in die in vivo Funktion
von DEN1 in Arabidopsis zu bekommen, wurden die T-DNA-Insertionslinien GK381A12
(den1-1) und SAIL_588_HO02 (denl1-2) untersucht. Beide T-DNA Insertionen sind im einzigen
Exon von DEN21 positioniert und liegen innerhalb der Aminosauresequenz vor dem
katalytisch aktiven Cystein, so dass eine mdglicherweise vorhandene verkiirzte Variante des

Proteins keine enzymatische Aktivitat aufweisen sollte (Abbildung 11A).

A Abbildung 11: Charakterisierung von denl
A Mutanten.

DENT —r (A) Schematische Darstellung des DEN1-Locus

i == B und der Position der jeweiligen T-DNA

P ne ¢ Insertionslinien. Das offene Leseraster ist als

schwarzes  Kastchen, die 5- und 3'-

B tr wT dent-1 den1-2 untranslatierten Bereiche als graue Késtchen und

S0 das einzige Intron als Linie dargestellt. Die
1000- .pen:  Positionen der Histidin (H), Asparaginséaure (D)
2= und Cystein (C) Kodons der katalytischen Triade
p—— sind mit Pfeilen gekennzeichnen. (B)
1000 Semiquantitative RT-PCR zeigt den Verlust der
500-E=‘RU’31 DEN1 Expression in homozygoten denl-1 und

die

denl-2 Mutanten. Als Kontrolle dient
Expression von RUB1. (C) aNEDDS8-Western-

C <& I Blot von Proteinextrakten (60 pg) aus sieben
kDa ¥ &  aNEDDS Tage-alten Keimlingen. NEDD8 (N8)-Konjugate
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720 RN - CULNE (CUL). Als Ladekontrolle dient ein aCDC2-
55 Western-Blot.
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Eine semiquantitative RT-PCR zeigte einen vollstandigen Verlust der Expression der
Vollangen-mRNA in homozygoten denl-1 und denl-2 Mutanten (Abbildung 11B). Daruber
hinaus konnte sowohl fur denl-1 als auch fur denl-2 Mutanten in einem NEDD8-Western-
Blot neben den Cullinen noch weitere neddylierte Proteine detektiert werden (Abbildung
11C). Diese Ergebnisse zeigen, dass der Verlust der DEN1 Expression in Arabidopsis zu
einem biochemischen Phanotyp fuhrt, der im Weiteren genauer beschrieben wird.

Da beide T-DNA-Insertionslinien auf Transkript- und Proteinebene einen identischen
Phéanotyp aufweisen, wurde denl-1 als reprasentative Mutante flr alle weiteren Experimente

verwendet.

2.1.3. denl Mutanten akkumulieren neddylierte Proteine

Um die denl Mutanten naher zu charakterisieren wurde das Neddylierungsmuster und der
physiologische Phanotyp von Wildtyp und Mutante genauer untersucht. Proteinextrakte von
denl Mutanten zeigen eine deutliche Akkumulation von NEDD8-Konjugaten (Abbildung
12A). Waéhrend im Wildtyp nur die Culline als neddylierte Proteine mit einem
Molekulargewicht von etwa 90 kDa nachweisbar sind, konnten in der denl Mutante neben
einem diffusen Hintergrund, der auf die Existenz weiterer entweder nur schwach neddylierter
oder wenig abundanter Proteine hinweist, vor allem zwei deutliche NEDDS8-Konjugate
identifiziert werden. Da die Identitat dieser Proteine noch nicht bekannt war, wurden sie
entsprechend ihres offensichtlichen Molekulargewichtes mit den Bezeichnungen p72
(72 kDa Protein) und p130 (130 kDa Protein) versehen. Interessanterweise konnte ebenfalls
beobachtet werden, dass die Menge an prozessiertem NEDD8-Monomer in der denl
Mutante nicht nachweisbar verandert ist (Abbildung 12A). Diese Ergebnisse sprechen fur
eine Funktion von DEN1 als NEDDS8-dekonjugierendes aber nicht als NEDDS-
prozessierendes Enzym.

Die groRe strukturelle Ahnlichkeit von NEDDS8 und Ubiquitin ermdglicht die
Aktivierung von NEDDS8 durch das E1 Enzym des Ubiquitin-Systems und dadurch auch eine
anschliel3ende unspezifische Konjugation von NEDD8 an Ubiquitin-Substrate [Hjerpe et al.,
2012b]. Um zu untersuchen, ob die Neddylierung der in der denl Mutante beobachteten
Proteine Uber den NEDD8-Weg und den AXR1/ECR1 E1-Komplex zustande kommt, wurde
daher eine Behandlung mit dem ECRI1-Inhibitor MLN4924 durchgeftihrt [Brownell et al.,
2010]. Sowohl die Culline als auch die beiden denl-spezifischen Konjugate p72 und p130
zeigten eine deutlich geringere Neddylierung nach der Behandlung mit MLN4924 (Abbildung
12B). Dies beweist, dass es sich bei p72 und p130 tatsachlich um noch nicht identifizierte
endogene NEDD8-Substrate handelt.

Wie in Publikationen zu anderen Komponenten des NEDD8-Systems beschrieben, haben

Storungen der Neddylierung oder Deneddylierung oft einen drastischen Effekt auf die
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pflanzliche Entwicklung [del Pozo et al., 2002; Dharmasiri et al.,, 2003; Dohmann et al.,
2005]. Im Gegensatz dazu zeigten denl Mutanten trotz ihres deutlichen biochemischen
Phanotyps unter den verwendeten Anzuchtbedingungen Kkeinen offensichtlichen
physiologischen Phé&notyp hinsichtlich Wachstum oder Entwicklung (Abbildung 12C). Die
Behandlung mit dem kinstlichen Auxin 2,4-D oder mit H,O, zur Induktion von oxidativem
Stress zeigte ebenfalls keine phanotypische Auswirkung in denl Mutanten. denl Mutanten
aus Caenorhabditis elegans zeigen eine verminderte Sensitivitat gegeniber genotoxischem
Stress (perstnliche Kommunikation, Dimitris Xirodimas (PhD), CRBM, Montpellier). Daher
wurden die Arabidopsis denl Mutanten auch auf ihre Reaktion gegen die Chemikalien
Bleomycin und Methylmethansulfonat (MMS) hin getestet, die DNA-Einzel- und
Doppelstrangbriiche hervorrufen [Lundin et al., 2005; Chen et al., 2008]. Es konnten jedoch
auch bei diesen Behandlungen keine offensichtlichen Unterschiede hinsichtlich des
Neddylierungsmusters und des physiologischen Phanotyps von denl Mutanten und dem

Wildtyp beobachtet werden.

Abbildung 12: denl Mutanten
akkumulieren NEDD8-Konjugate.
(A) oaNEDD8-Western-Blot von
Proteinextrakten (150 pug) aus
sieben  Tage-alten  Keimlingen.
NEDD8 (N8) und NEDDS8-
Konjugate sind mit einem Pfeil
gekennzeichnet. (B) aNEDDS-
Western-Blot von Proteinextrakten
(60ng) aus sieben Tage-alten
Keimlingen angezogen auf Medium
ohne oder mit 10 uM MLN4924.
Aufgrund der Insensitivitdt gegen
10+ ~ ~| N8 die MLN4924-Behandlung wurde
. die mit einem Stern gekenn-
EOLCDCZ zeichnete Bande bei ~100 kDa im
Weiteren als eine Hintergrundbande

WT  dent-1 WT dent-1 des NEDDB8-Antikérpers betrachtet.

kDa - - *o o+ MiN4o4 Die beiden Teile des Immunoblots

A Kkoa WT dent-1  \eppg
— «|| <p130-N8

-—— —-‘ *
95—~ -—-—— «CUL-N8
724 — «p72-N8
55—

354

25+

NEDD8-Konjugate

. «p130-N8 .
120 B stammen vom selben Experiment
95 | c— ~—|*CUL-N8 oNEDDS und derselben Belichtung, wurden
72 «p72-N8 aber nachtraglich zur klareren
Darstellung anders zusammen-
S I = acDe2 gefiigt. Als Ladekontrolle dient ein

aCDC2-Western-Blot. (C) Photos
von  wildtypischen  Arabidopsis-
pflanzen und denl-1 Mutanten, an-
gezogen unter Dauerlicht. denl-1
Mutanten zeigen keinen offensicht-
lichen physiologischen Phanotyp.
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2.1.4. Enzymatische Aktivitat von DENL1 in vitro

Vorhergehende Studien zur Funktion von DEN1 aus anderen Organismen konzentrierten
sich haufig auf die Charakterisierung der enzymatischen Aktivitat von DEN1 als NEDD8-
prozessierendes Enzym und Deneddylase in vitro. Vor allem die Ergebnisse zur NEDD8-
Prozessierung und Cullin-Deneddylierung stehen dabei zum Teil in Wiederspruch zu den aus
Mutantenstudien gewonnenen Erkentnissen zur Funktionen von DEN1 in vivo [Zhou and
Watts, 2005; Chan et al., 2008; Christmann et al., 2013]. Die Analyse der in vitro Aktivitat von
DENL1 eignet sich demnach nur bedingt um Aussagen Uber seine Funktion innerhalb eines
Organismus treffen zu konnen. Dennoch wurden in dieser Arbeit auch einige der
standardmaRig verwendeten in vitro Experimente durchgefiihrt, um die enzymatische
Aktivitat des pflanzlichen DEN1 Orthologs mit den beschriebenen Aktivitaten anderer
Vertreter der DEN1 Familie vergleichen zu kdnnen. Als Kontrolle mit einer dualen Spezifitat

fir sowohl NEDDS8 als auch Ubiquitin wurde UCHS in die Experimente miteinbezogen.

2.1.4.1. DEN1 prozessiert das NEDDS8 Vorlauferprotein

Um die Substratspezifitdit von DEN1 zu testen wurde ein AMC-Assay durchgefihrt. Die
aufgereinigten Enzyme DEN1 und UCH3 wurden hier auf ihre enzymatische Aktivitat und
ihre Spezifitat hinsichtlich der nahe verwandten Substrate NEDD8-AMC und Ubiquitin-AMC
getestet. Wie erwartet, zeigte DEN1 eine hohe Spezifitat fir die Prozessierung von NEDDS,
wahrend UCH3 in der Lage war, sowohl NEDD8 als auch Ubiquitin zu prozessieren
(Abbildung 13A).

Da es sich bei den AMC-Fusionspeptiden jedoch um kiinstliche Substrate handelt,
wurden die Enzyme zusatzlich auf ihre Aktivitat gegen das natlrliche NEDDS8
Vorlauferprotein getestet, um zu untersuchen ob eine oder beide Proteasen als NEDDS8-
prozessierende Enzyme in vivo fungieren kdénnen. Dazu wurde das Vorlauferprotein
bestehend aus einer linearen Fusion von Ubiquitin und NEDD8 (RUB1, AT1G31340) mit
einem C-terminalen 6-fach Histidin-Tag in E. coli exprimiert. Bei einem weiteren Konstrukt
wurde die Position der Domanen fur Ubiquitin und NEDDS8 jeweils vertauscht, um zu
untersuchen, ob die GroRe der C-terminalen Verlangerung einen Einfluss auf die
Prozessierungsaktivitat der Enzyme hat (Abbildung 13B). Als Negativkontrolle wurde eine
inaktive Variante des DEN1 Enzyms verwendet, in der das enzymatisch aktive Cystein166
durch Alanin ersetzt ist.

Es zeigte sich, dass UCH3 in der Lage ist, kurze Peptidfragmente vom C-Terminus
von sowohl NEDD8 als auch Ubiquitin abzuspalten. DEN1 hingegen weist nur fir den
C-Terminus von NEDDS8 eine enzymatische Aktivitdt auf. Interessanterweise scheinen beide
Enzyme in ihrer Aktivitat auf die Prozessierung kurzer Peptidfragmente begrenzt zu sein, da

21



Ergebnisse

weder DEN1 noch UCHS3 die a-Peptidbindung zwischen Ubiquitin und NEDD8 oder NEDD8
und Ubiquitin zu hydrolysieren vermochten (Abbildung 13C).

A B

|/ ]
25 UBINEDDS:His  [LnUBo G [NEDDE, G [BXHis
NEDD8:UB:His  [[NEDDE, 66 [[nUB G [BXHis
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o 15 + = - DEN1C166A
LT:_, KkDa * o % +  UB:NEDDS8:His
o
2 10 35 < UCH3
§ 25 - « DEN1/DEN1C166A
2 « UB:NEDDB8:His
17 4 « UB:NEDD8
0
+ - + - + - NEDDS-AMC .
+ -+ -+ UBAMC + + + +  NEDDS8:UB:His
+ + - - UCH3 35 ~ . | « UCH3
- - '+ + DEM 25 « DEN1/DEN1C166A
« NEDDS8:UB:His
17 4 < NEDDS8:UB

Abbildung 13: DEN1 und UCH3 sind NEDD8-prozessierende Enzyme in vitro.

(A) Fluoreszenzsignal nach der enzymatischen Hydrolyse von NEDD8-AMC oder Ubiquitin (UB)-AMC
durch UCH3 oder DEN1. Die Fluoreszenz ist relativ zur Eigenfluoreszenz des Puffers dargestellt. (B)
Schematische Darstellung der Reporterkonstrukte zum Nachweis der Prozessierungsaktivitat und
Substratspezifitat. Der Reporter basiert auf dem natirlich vorkommenden Ubiquitin:NEDD8
Fusionsprotein (AT1G31340) mit einem zuséatzlichen C-terminalen 6-fach Histidin-Tag. Die NEDDS8
Doméane wurde einmal an die C-terminale (UB:NEDDS8:His) und einmal an die N-terminale
(NEDD8:UB:His) Position gesetzt. Potenzielle Schnittstellen der Proteasen nach den beiden di-Glycin-
Motiven sind durch Pfeile markiert. (C) Coomassie Brilliant Blue (CBB) gefarbte SDS-PAGE Gele zum
Nachweis der Prozessierungsaktivitdt von UCH3 und DEN1. Das enzymatisch inaktive DEN1C166A
wurde als Negativkontrolle verwendet. Aufgereinigte Enzyme und die prozessierten und
unprozessierten Reporterformen sind durch Pfeile markiert.

2.1.4.2. DEN1 deneddyliert NEDD8-Konjugate

Neben ihrer postulierten Funktion in der Prozessierung des NEDD8 Vorlauferproteins sind
die DEN1 Orthologe anderer Organismen auf3erdem als Deneddylasen beschrieben [Wu et
al., 2003; Chan et al., 2008]. Um die Funktion von DEN1 als Deneddylase in Arabidopsis in
vitro zu testen, wurde das aufgereinigte Enzym mit verschiedenen Proteinextrakten inkubiert.
Durch die Uberexpression eines HA-getaggten NEDDS8 oder Ubiquitin in Keimlingen kann
eine Anreicherung neddylierter oder ubiquitylierter Proteine im Pflanzenextrakt hervorgerufen
werden [Hakenjos et al., 2011]. Die Zugabe von DEN1 flhrte zu einer unspezifischen
Deneddylierung dieser unbekannten Konjugate (Abbildung 14A), ebenso wie des bekannten
NEDD8-Konjugats Cullinl (Abbildung 14B). Wie die Behandlung von HSUB-Extrakten mit
DEN1 zeigte, hat das Enzym dagegen keine Aktivitdt als Deubiquitinase, sondern ist auch
bei der Dekonjugation spezifisch fir NEDD8 (Abbildung 14C).
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Interessanterweise zeigte UCH3 keine enzymatische Aktivitdt in diesen Dekonjugations-
Assays (Abbildung 14A, C). Wahrend DEN1 also - zumindest in vitro - sowohl
a-Peptidbindungen (NEDD8-Prozessierung) als auch ¢-Peptidbindungen (NEDDS8-
Dekonjugation) zu hydrolysieren vermag, ist die enyzmatische Aktivitdt von UCH3 auf die

Prozessierungsfunktion beschrank.

A DEXHANEDDS C DEX:HA:UB Abbildung 14: DENL1 ist eine Deneddylase in
o T T vitro.

O ..--U.CE = k;): — (A) aHA-Western-Blot von Proteinextrakten
e _'iﬁ o (15pg) aus sieben Tage-alten HSN-Keimlingen
55 — ‘% 55 — % induziert mit Dexamethason (DEX) und inkubiert
% % mit aufgereinigtem UCH3 oder DEN1. (B)

35 - . B % oaCullinl (CUL1)-Western-Blot von Protein-
25 - Q 25 2 extrakten aus sieben Tage-alten HSN Keimlingen
g induziert mit DEX und inkubiert mit

aufgereinigtem DEN1 oder DEN1C166A. Eine

17 - 17 - kreuzreagierende Bande des CUL1-Western-
10_ﬂ qﬁ 0 Blots wurde als Ladekontrolle verwendet. (C)

aHA-Western-Blot von Proteinextrakten (60 ug)

aus sieben Tage-alten HSUB-Keimlingen

B T — induziert ~ mit DEX und inkubiert  mit
— aufgereinigtem UCH3 oder DEN1.

aHA aHA

+ + + DEX
+ = DEN1
- + DEN1C166A
95 - — < CUL1-HA:NEDD8
st b g NN € cuL1
aCUL1
Beladung

2.1.5. DEN1 zeigt eine Substratspezifitat in vivo

Da DENL1 in vitro eine unspezifische Deneddylierungsaktivitat zeigte und auch die Culline
effizient deneddylert werden konnten, wurde die Frage aufgeworfen, ob eine Uberexpression
von DEN1 zu einer Beeintrachtigung des Gleichgewichts zwischen neddylierten und
unneddylierten Cullinen in vivo fuhrt. Um diese Frage zu beantworten, wurden verschiedene
Konstrukte fur die Expression von getaggtem und ungetaggtem DEN1 unter der Kontrolle
des CaMV-35S-Promotors hergestellt und in denl Mutanten transformiert. Pflanzenlinien, die
ein DEN1 Transgen exprimieren, wiesen das Neddylierungsmuster des Wildtyps auf und
zeigten somit eine Komplementierung des denl Phanotyps (Abbildung 15A).
Interessanterweise hatte die Uberexpression von DEN1 im Gegensatz keinen Effekt auf die
Cullin-Neddylierung in vivo und fihrte auch nicht zu einem physiologischen Phénotyp
(Abbildung 15A-C). Damit konnte die Hypothese wiederlegt werden, dass DEN1 auch in vivo

als eine unspezifisch Deneddylase agiert.
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Abbildung 15: DEN1 ist substratspezifisch in vivo.

(A) Analyse von Proteinextrakten (60 pg) aus sieben Tage-alten Keimlingen. Western-Blots wurden
mit aNEDD8- und aDEN1-Antikérpern inkubiert. NEDD8 (N8)-Konjugate sind mit einem Pfeil, eine
unspezifische Hintergrundbande ist mit einem Stern gekennzeichnet. Als Ladekontrolle dient ein
Ausschnitt eines CBB-gefarbten SDS-Geles. (B) Analyse von Proteinextrakten (30 pg) aus sieben
Tage-alten Keimlingen. Western-Blots wurden mit aCullinl (CUL1)- und aCSN5-Antikdrpern inkubiert.
CUL1 und CUL1-N8 sind mit Pfeilen, kreuzreagierende Banden des CUL1 Antikdrpers mit einem
Stern gekennzeichnet. Als Ladekontrolle dient ein aCDC2-Western-Blot. (C) Photos von sieben Tage-
alten Keimlinge, angezogen unter Dauerlicht. Die Uberexpression von DEN1 hat keine
physiologischen Auswirkungen. Mal3stabsbalken = 1 cm.

2.1.6. Die Deneddylasen DEN1 und CSNS5 fungieren additiv

Die Untereinheit 5 des COP9-Signalosoms (CSN5) ist verantwortlich fir die Deneddylierung
der Culline in vivo. Um die Beobachtung zu verstarken, dass DEN1 nicht in die
Deneddylierung der Culline involviert ist, wurde eine genetische Analyse durchgefihrt.
AuRerdem sollten auf diese Weise Riickschliisse lber einen funktionellen Zusammenhang
und eine mogliche gemeinsame biologische Rolle der beiden Deneddylasen getroffen
werden.

Dafur wurde die denl Mutation in den schwachen csnba (csn5a-1 oder csn5a-2) und
den starken csnb5a csn5b Hintergrund eingebracht. Die resultierenden Doppel- und
Trippelmutanten wurden dann in Hinblick auf ihren biochemischen und physiologischen
Phanotyp untersucht. Doppelmutanten von csn5a und denl wiesen auf biochemischer
Ebene eine Kombination des Neddylierungsmusters der Einzelmutanten auf. Sie zeigten
eine deutlich verstarkte Neddylierung der Culline (95 kDa), wie in csn5a Mutanten, und
gleichzeitig die fur die denl Mutante charakteristischen neddylierten Proteine p72 und p130
(Abbildung 16A). Zudem zeigte der direkte Vergleich des Verhéaltnisses von neddyliertem
und unneddyliertem Cullinl und Cullin4 in denl und csn5a Mutanten, dass nur CSN5 als
Deneddylase fur die Culline fungiert (Abbildung 16B). Hinsichtlich des physiologischen
Erscheinungsbildes der verschiedenen genetischen Kombinationen lief3 sich durch die denl
Mutation kein zuséatzlicher Effekt auf den Phanotyp der csn5a oder csnba csnbb Mutanten
beobachten (Abbildung 16C). Die Mutation der beiden Deneddylasen zeigt einen additiven
Effekt. Diese Ergebnisse belegen eine unterschiedliche Substratspezifitat von DEN1 und
CSNS5 in vivo.
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Abbildung 16: DEN1 und CSN5 haben unterschiedliche Substrate in vivo.

(A) aNEDD8-Western-Blot von Proteinextrakten (60 pg) aus sieben Tage-alten Keimlingen. NEDD8
(N8)-Konjugate sind mit einem Pfeil, eine kreuzreagierende Hintergrundbande ist mit einem Stern
gekennzeichnet. (B) Analyse von Proteinextrakten (30 pg) aus sieben Tage-alten Keimlingen.
Western-Blots wurden mit aCullinl (CUL1)- und aCullin4 (CUL4)-Antikdrpern inkubiert. Die NEDD8
(N8)-konjugierten und unkonjugierten CUL-Formen sind jeweils angegeben. Als Ladekontrolle dient
eine kreuzreagierende Bande des aCUL1-Western-Blots. (C) Reprasentative Aufnahmen sieben
Tage-alter Keimlinge des Wildtyps (WT) und homozygoter Mutanten, angezogen unter Dauerlicht. Die
jeweiligen Mutantenlinien sind in der Abbildung angegeben. Mafstabsbalken = 0,5 cm. (D)
Gelfiltration (Superose 6) von Proteinextrakt aus sieben Tage-alten FLAG:DEN1 exprimierenden
Keimlingen. 20 ul Aliquots wurden in Western-Blots mit aFLAG- und aCSN5-Antikérpern untersucht.
Fraktionsnummern und Molekulargewichte sind entsprechend angegeben. CSN5 ist als Teil des CSN-
Komplexes und als Monomer nachweisbar. (E) Immunoprazipitation (IP) von FLAG:DEN1 aus sieben
Tage-alten Keimlingen mit anti-FLAG Agarose. 30 ul des Rohextraktes wurden als Input-Kontrolle
geladen (linkes Bild). Das Ergebnis der IP ist im rechten Bild dargestellt. Western-Blots wurden mit
aCSN5- und aDEN1-Antikdrpern inkubiert.

Aufgrund der Beobachtung, dass DEN1 in anderen Organismen mit Untereinheiten des CSN
Komplexes interagiert [Zhou and Watts, 2005; Christmann et al., 2013], wurde untersucht, ob
DEN1 auch in Arabidopsis Teil eines Komlexes ist und ob sich eine Interaktion mit
Untereinheiten des CSN Komplexes, speziell mit CSN5, beobachten lasst. Es zeigte sich,
dass DENL1 in Arabidopsis als Monomer vorliegt und im Gegensatz zu CSN5 auch nicht als
Teil eines Komplexes nachweisbar ist (Abbildung 16D). Im Einklang damit konnte eine
zusatzliche Co-Immunoprazipitiation (Co-IP) von DEN1 und CSN5 ebenfalls keine Interaktion
zwischen den beiden Deneddylasen belegen (Abbildung 16E).
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2.1.7. DEN1 lokalisiert in den Zellkern und Cytoplasma

Eine Erklarung fur die in den oberen Abschnitten beschriebene unterschiedliche
enzymatische Aktivitat von DEN1 in vitro und in vivo ware eine raumliche Trennung des
Enzyms und seiner potentiellen Substrate innerhalb der Zelle. Da die Hauptaktivitat der
Neddylierung im Zellkern vermutet wird, stellte sich die Frage ob DEN1 ebenfalls in dieses
Zellkompartiment lokalisiert. Um diese Frage beantworten zu konnen, wurde eine
subzelluldre Fraktionierung mit 35S:FLAG:DEN1 Keimlingen durchgefuihrt. Neddylierte
Proteine akkumulierten wie erwartet in der Zellkern-Fraktion (Abbildung 17A). Dabei zeigte
die denl Mutante wieder eine deutlich gréR3ere Bandbreite an neddylierten Proteinen als der
Wildtyp und die Komplementationslinie 35S:FLAG:DEN1 (Abbildung 17A). DEN1 konnte
sowohl in der cytosolischen als auch in der Zellkern-Fraktion nachgewiesen werden
(Abbildung 17A).
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Abbildung 17: DENL1 lokalisiert in den Zellkern und das Cytoplasma

(A) Western-Blots von Gesamtproteinextrakt (T) und Fraktionen der subzellularen Fraktionierung
durch differenzielle Zentrifugation. Cytoplasmafraktion (CF), Zellkernfraktion (ZF). Fir die
Fraktionierung wurden 14 Tage-alte Keimlinge verwendet. Western-Blots wurden mit aNEDDS-,
aFLAG-, aUGPase- und aCDC2-Antikérpern inkubiert. (B) Konfokale Laser-Scanning-Mikroskop-
Aufnahmen von DENZ1:YFP:HA exprimiert unter der Kontrolle des CaMV-35S-Promotors. Fir die
Aufnahmen wurden Wurzelepidermiszellen von sechs Tage-alten Keimlingen verwendet. Zwei der
Zellkerne sind als solche markiert (2).

Da die Verwendung von Protein-Tags in manchen Féllen zu einer fehlerhaften Lokalisierung
des Proteins in der Zelle fihren kann, sollte diese Mdglichkeit von Artefakten durch die
Verwendung zweier unterschiedlicher Nachweismethoden und Protein-Tags minimiert
werden. Daher wurden die Ergebnisse der subzellularen Fraktionierung zusatzlich mittels
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie bestatigt. Ein Fusionsprotein von DEN1 mit YFP:HA
unter der Kontrolle des CaMV-35S-Promotors wurde im denl Hintergrund exprimiert. Auch
mit dieser Nachweismethode konnte ein Signal fir DEN1:YFP:HA im Zellkern und im
Cytoplasma beobachtet werden, woraus sich schlie3en liel3, dass DENL1 tatsachlich in beide
Kompartimente lokalisiert (Abbildung 17B). Die Aussagekraft dieser Beobachtung wird
allerdings dadurch etwas gemindert, dass es die Membran des Zellkerns Proteinen kleiner

und mittlerer Grol3e bis etwa 90 kDa erlaubt, zwischen den beiden Kompartimenten zu
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diffundieren [Wang and Brattain, 2007]. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
Uberexpression des Proteins die beobachtete Lokalisierung innerhalb der Zelle beeinflusst.
Dennoch konnte mit den vorliegenden Ergebnissen gezeigt werden, dass die Lokalisation
von DEN1 in den Zellkern nicht zu einer unspezifischen Deneddylierung fiihrt und eine
potentielle rAdumliche Trennung von Enzym und Substrat daher nicht ausreicht um die

Substratspezifitdt von DENL1 in vivo zu erklaren.

2.1.8. DEN1 wird von Ubiquitin modifiziert

Die bisherigen Ergebnisse konnten zeigen, dass DEN1 nicht an der Cullin-Deneddylierung
beteiligt ist und wahrscheinlich eine Funktion unabhangig von der CRL-Regulation und dem
CSN-Komplex hat. Um Hinweise darauf zu finden, an welchen biologischen Prozessen
DENZ1 beteiligt ist, wurde mittels LC-MS/MS nach potentiellen Interaktoren gesucht. Dazu
wurde FLAG:DEN1 unter nativen Bedingungen aus Arabidopsis-Keimlingen aufgereinigt.
Ubereinstimmend mit dem Ergebnis der Gelfiltration, die DEN1 als ein vornehmlich
monomeres Protein zeigte, ergab die massenspektrometrische (MS)-Analyse allerdings nur
wenige Kandidaten fir mogliche Interaktionspartner (siehe Appendix, Tabelle 1). Von den
identifizierten Proteinen wurde nur die Interaktion zwischen DCAF1 und DEN1 mittels Co-IP
experimentell getestet. Dazu wurde myc-getaggtes DCAFL1 in den 35S:FLAG:DEN1 denl-1
Hintergrund eingebracht. DCAF1 ist eine Untereinheit einer CUL4-basierten CRL und daher
ein interessanter  Kandidat, der DEN1 mit verschiedenen pflanzlichen
Entwicklungsprozessen in Verbindung bringen wirde [Zhang et al., 2008]. Eine Interaktion
der beiden Proteine konnte jedoch nicht bestatigt werden.

Fur DEN1 selbst wurde in der MS-Analyse eine Peptidabdeckung von etwa 65 %
erreicht (Daten von Stephanie Heinzlmeir, Lehrstuhl fur Proteomik und Bioanalytik, TU
Miinchen, Abbildung 18A). Uberraschenderweise wurde dabei fiir eines der DEN1 Peptide
eine di-Glycin (GG)-Modifikation entdeckt. Der GG-Fingerabdruck ist ein typischer Hinweis
auf eine Neddylierung oder Ubiquitiylierung von Proteinen, da sowohl NEDDS8 als auch
Ubiquitin nach dem Verdau mit Trypsin im Zuge der Proteinpréaparation fur die MS-Analyse
ein kurzes GG-Peptid an ihrem jeweiligen Konjugat hinterlassen. Fir DEN1 wurden zwei
aufeinanderfolgende Lysine im C-Terminus, K217 und K218, als mdgliche
Modifizierungsstellen identifiziert (Abbildung 18A,B).
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A Abbildung 18: Massenspekrometrische
MGNTSDDDKILSYEDVVLRRSDLDILNGIFLNDRVIEFYLSFLSTVHSSTTISLIPP Identifizierung eines GG-Fingerabdrucks
ST e VBRI o017 oder k218 von DENL

PQOKNGYDCGVFLLATARVICEWFSSGGMKNRDELWFANVKETVPDLVNHL (A) Aminosaurensequenz von DEN1. Die in
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Da es anhand der LC-MS/MS Daten nicht moglich ist zwischen einer Modifizierung mit
NEDDS8 oder Ubiquitin zu unterscheiden, wurden die fur die MS-Untersuchung verwendeten
Immunoprézipitations-Proben  mittels Western-Blot analysiert. Nach der FLAG-
Immunoprézipitation waren das Monomer FLAG:DEN1 sowie zwei weitere hdhermolekulare
Banden mit dem aFLAG-Antikdérper nachweisbar (Abbildung 19A). Dies bestatigte, dass
DENL1 eine posttranslationale Modifikation tragt. Um die Frage zu beantworten, ob es sich
bei dieser Modifikation um NEDDS8 oder Ubiquitin handelt, wurden die Proben dartiber hinaus
mit den Antikorpern fir Ubiquitin und NEDDS8 getestet. Der Nachweis mit aUbiquitin ergab in
der 35S:FLAG:DEN1 Probe zwei deutliche Banden, die von ihrer Laufhohe her den beiden
hoéhermolekularen Banden des aFLAG-Western-Blots entsprechen (Abbildung 19A). Fir
NEDDS8 konnte dagegen kein Signal detektiert werden (Abbildung 19A). Es konnte somit
gezeigt werden, dass DEN1 eine posttranslationale Modifikation tragt und dass es sich bei
dieser Modifikation um eine Ubiquitylierung handelt.

Bei der Modifikation mit Ubiquitin kann es sich um Monoubiquitylierungen oder eine
Polyubiquitylierung handeln. Das Bandenmuster von FLAG:DEN1 zeigt hauptsachlich
monoubiquityliertes DEN1, aber auch eine schwache Bande die einem di-Ubiquitin-
modifiziertem FLAG:DENL1 entsprechen wirde (Abbildung 19A). Um zu untersuchen, ob die
Lysine K217 und K218 die einzige Modifikationsstelle fir Ubiquitin in DEN1 sind, wurden die
beiden Aminosauren daher zu Arginin mutiert und das verdnderte DEN1 in den denl
Hintergrund transformiert. Anhand einer FLAG-Immunoprézipitation des wildtypischen und
mutierten DEN1 aus Keimlingen konnte gezeigt werden, dass es sich bei den Lysinen K217
und K218 in der Tat um die Modifizierungsstelle fur Ubiquitin handelt und dass die Mutation
dieser beiden Lysine ausreicht, um die Ubiquitylierung von DEN1 zu verhindern (Abbildung

19B). Dies ist ein klarer Hinweis, dass es sich bei der mehrfach modifizierten Form von
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FLAG:DEN1 um eine Polyubiquitylierung und nicht um mehrere Monoubiquitylierungen an

verschiedenen Lysinen handelt.
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Abbildung 19: DEN1
tragt eine Ubiquitin-
Modifikation.

(A) Immunoprazipitation
(IP) von FLAG:DEN1 aus
sieben Tage-alten
Keimlingen mit anti-FLAG
Agarose. Die beiden
oberen Western-Blots
zeigen das Ergebnis der
Inkubation der IP-Proben

mit aFLAG- und
aUbiquitin ~ (UB)-Antikor-
pern. FLAG:DEN1 st
durch einen Pfeil,

modifiziertes FLAG:DEN1
durch Rauten markiert.
Das linke untere Bild
zeigt eine Silberfarbung
des Gesamtproteins nach
der IP, das rechte Bild
einen aNEDDB8-Western-
Blot der Proben. (B)
Western-Blot Analyse mit
aFLAG- und aUbiquitin
(UB)-Anti-kdrpern  nach
Immunoprézipitation (IP)
aus sieben Tage-alten
Wildtyp (WT) und trans-
genen Keimlingen. FLAG:
DEN1 und FLAG:DEN1
K217218R wurden mit
anti-FLAG Agarose auf-
gereinigt. FLAG:DENL1 ist
durch einen Pfeil,
modifiziertes FLAG:DEN1
durch Rauten markiert.

Die Modifizierung mit Ubiquitin kann verschiedene Auswirkungen auf ein Protein haben.

Monoubiquitylierungen werden dabei oft mit einer verédnderten Aktivitat oder Lokalisation in

Verbindung gebracht, Polyubiquitiylierungen mit einer verminderten Stabilitdt [Komander and

Rape, 2012]. Um zu testen, ob sich das wildtypische DEN1 und das mutierte Protein
DEN1K217218R hinsichtlich ihrer Aktivitat und Lokalisation unterscheiden, wurde eine

subzellulare Fraktionierung mit Keimlingen der beiden transgenen Linien durchgefihrt. Es

zeigte sich, dass das mutierte Enzym den biochemischen denl Phéanotyp ebenso
komplementiert wie das wildtypische DEN1 (Abbildung 20A).

Veranderung der
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festgestellt werden (Abbildung 20A). DEN1 scheint nur sehr schwach polyubiquityliert zu
werden (Abbildung 19A). Dennoch wurde untersucht, ob die Ubiquitinmodifikation DEN1 fur
den Abbau markiert. In diesem Fall sollte die Mutation der Modifizierungsstelle zu einer
Stabilisierung von DEN1 fuhren. Um diese Hypothese zu testen, wurden Keimlinge, die
entweder wildtypisches und modifiziertes DEN1 exprimieren, mit dem Proteinbiosynthese-
Inhibitor Cycloheximid (CHX) behandelt. Da die Neusynthese von Proteinen durch CHX
gehemmt wird, kann durch eine Behandlungs-Zeitreihe ein Einblick in die Abbaudynamik des
jeweiligen Proteins gewonnen werden. Als Kontrolle der Effizienz der CHX-Behandlung
diente der Nachweis von RGA in den jeweiligen Proteinextrakten. RGA Proteine haben nur
eine kurze Halbwertszeit und werden rasch Uber das 26S Proteasom abgebaut [Dill et al.,
2004]. DEN1 erwies sich dagegen als ein sehr stabiles Protein, fir das auch nach
mehrstindiger Behandlung mit CHX kein deutlicher Abbau nachweisbar war. In
Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis zeigte auch das modifizierte DEN1 Protein keine
veranderte Abbaudynamik (Abbildung 20B). Welche Funktion die Modifikation von DEN1 hat,

konnte in der vorliegenden Studie somit noch nicht geklart werden.
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Abbildung 20: DEN1K217218R verhélt
sich wie das wildtypische DENL1.

(A) Western-Blots von Fraktionen der
subzellularen Fraktionierung. Cytoplas-
mafraktion (CF), Zellkernfraktion (ZF). Fur
die Fraktionierung wurden 14 Tage-alte

Keimlinge  verwendet. Western-Blots
wurden mit oNEDDS8-, aFLAG- und
aCDC2-Antikorpern  inkubiert.  FLAG:

DEN1 und FLAG:DEN1K217218R zeigen
die gleiche Lokalisation und komple-
mentieren beide den denl Phanotyp. (B)
Cycloheximid (CHX)-Behandlung. Wild-
typ (WT)-Keimlinge und Keimlinge, die
FLAG:DEN1 oder FLAG:DEN1K217
K218R exprimieren, wurden sieben Tage
lang auf GM angezogen und
anschlieBend fir bis zu 8 h in Flussig-GM
mit 50 uM CHX inkubiert. Die Stabilitat
von FLAG:DEN1 wund FLAG:DEN1
K2178218R uber die Zeit wurde mittels
eines aFLAG-Western-Blots verfolgt. Der
aCDC2-Blot dient als Ladekontrolle, der
Western-Blot gegen das unstabile RGA-
Protein  zur Kontrolle der CHX-
Behandlung.
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2.2. AXR1 ist ein neues NEDD8-Substrat

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung neuer Substrate des NEDDS8-
Modifikationswegs, und insbesondere von Proteinen, die speziell von DEN1 deneddyliert
werden. Zu diesem Zweck wurde eine im Labor generierte transgene Linie verwendet, die
ein His:Strepll:NEDD8 Fusionsprotein bestehend aus einem 6-fach His-, Strepll-Tag und
NEDDS8 unter der Kontrolle des endogenen RUB1 Promotors (RHSN) in einem rub2 denl
Hintergrund exprimiert. Da bei Aufreinigungen unter nicht-denaturierenden Bedingungen
sowohl NEDDB8-interagierende als auch NEDDS8-konjugierte Proteine angereichert werden,
was die Identifikation von echten NEDD8-Konjugaten erschwert, wurde ein System mit zwei
aufeinanderfolgenden Aufreinigungsschritten gewahlt. In einem ersten Schritt wurden
NEDDS8-Interaktoren und Konjugate nicht-denaturierend unter Verwendung des Strepll-Tags
aufgereinigt, wahrend in einem zweiten Schritt der 6-fach Histidin-Tag fir eine
denaturierende Aufreinigung genutzt wurde. AnschlieBend wurden die Proben mit Trypsin
verdaut und mittels Nanoflow LC-MS/MS analysiert. Obwohl die Anzahl an neddylierten
Proteinen im denl Hintergrund erhoht ist, konnten in der MS-Analyse insgesamt nur wenige
Proteine identifiziert werden (Daten von Stephanie Heinzlmeir, Lehrstuhl fir Proteomik und
Bioanalytik, TU Minchen, siehe Appendix Tabelle 2). Dies lieBe sich wohl durch die
generelle geringe Abundanz oder die groRe Heterogenitat neddylierter Substrate erklaren,
kann aber zum Teil auch an den stringenten Aufreinigungsbedingungen liegen. Unter den
identifizierten Proteinen befanden sich auch die beiden Untereinheiten des NEDD8 E1
Enzyms AXR1 und ECR1, das NEDDS8 E2 Enzym RCE1 und Cullin1 (Tabelle 1).

Tabelle 1: Liste der in der MS-Analyse identifizierten Proteine des NEDD8-Systems.

AGI Code Name Genbeschreibung Haufigkeit (raw abundance)
. log(2) . ; log(2)
Strepll Quotient Quotient His Quotient Quotient
WT  RHSN Strepll WT RHSN His
NEDD8-Weg
At1g05180 AXR1 NEDDB8-activating enzyme E1 56 251027  4509.6 12.1 18 20053 1134.5 10.1
regulatory subunit
At4g36800 RCE1 NEDDS8-conjugating enzyme 761 149195  196.1 7.6 106 174296  1639.0 10.7
Ubcl2
At5919180 ECR1 NEDDS8-activating enzyme E1 65 207141  3192.4 11.6 77 1499 19.3 4.3
catalytic subunit
Ubiquitin-Proteasom-System
At4902570 CUL1 Cullin-1 232 54209 234.1 7.9 27 13708 511.6 9.0

2.2.1. AXR1 ist p72

Ein Uberraschendes Resultat der zweistufigen Aufreinigung war die Beobachtung, dass die
beiden Untereinheiten des NEDDS8-aktivierenden Enzyms ein unterschiedliches Verhalten

zeigen. Wahrend sowohl AXR1 als auch ECR1 nach dem ersten Aufreinigungsschritt in
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vergleichbarem Mal3e angereichert waren, konnte nach dem zweiten Aufreinigungsschritt
eine deutlich starkere Anreicherung fir AXR1 beobachtet werden (Tabelle 1, Abbildung
21A). Da die zweite Stufe der Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen stattfand
und dieser Schritt speziell der Selektion auf NEDD8-konjugierte Substrate diente, lag die
Hypothese nahe, dass es sich bei AXR1 nicht nur um eine Komponente der Neddylierung,
sondern auch um ein direktes NEDD8-Substrat handelt.

Das unmodifizierte AXR1 Protein hat ein kalkuliertes Molekulargewicht von etwa
60 kDa und ware somit ein mdglicher Kandidat fir das bislang nicht identifizierte denl-
spezifische NEDD8-Substrat p72. Um diese Hypothese zu testen, wurde die denl Mutante
mit einer axrl Mutante gekreuzt und die resultierenden Doppelmutanten auf ihren
biochemischen Phanotyp hin untersucht. Zudem wurde die denl Mutation in eine transgene
Linie eingebracht, die zur Komplementierung des axrl Phanotyps ein myc-getaggtes AXR1
Protein unter der Kontrolle des endogenen AXR1 Promotors exprimiert. Es zeigte sich, dass
das als p72 deklarierte NEDD8-Substrat in der axrl denl Doppelmutante nicht l&nger im
Proteinextrakt nachweisbar war. Im Gegensatz dazu liel3 sich fur die anderen prominenten
NEDDB8-Substrate, wie den Cullinen oder p130, kein Effekt beobachten (Abbildung 21B).
Dieses Ergebnis war ein klarer Hinweis darauf, dass es sich bei p72 tatsdchlich um AXR1
handelt. Im Einklang damit konnte zudem gezeigt werden, dass myc-getaggtes AXR1 im
denl Hintergrund eine posttranslationale Modifikation aufweist. Wahrend myc:AXR1 im axrl
Hintergrund bei etwa 90 kDa nachweisbar war, zeigte das myc:AXR1 Fusionsprotein im axrl
denl Hintergrund zuséatzlich eine prominente Bande von etwa 100 kDa sowie weitere
schwachere héhermolekulare Banden (Abbildung 21B).

Da das Molekulargewicht der modifizierten myc:AXR1 Form mit 100 kDa in etwa dem
Molekulargewicht der NEDD8-modifzierten Culline entspricht, Uberlagern sich die Banden
dieser Protein in einem aNEDD8-Western-Blot. Somit konnte die Hypothese, dass es sich
bei der Modifikation an AXR1 um eine Neddylierung handelt, nicht unter der Verwendung
von unbehandeltem Proteinextrakt bestatigt werden. Daher wurde die spezifische
enzymatische Aktivitat des rekombinanten DEN1 Enzyms als Deneddylase fur den Nachweis
der NEDD8 Modifikation genutzt. Proteinextrakt von Keimlingen, die myc:AXR1 im axrl denl
Hintergrund exprimieren, wurde entweder mit enzymatisch aktivem oder inaktivem DEN1
Enzym inkubiert. Die Beobachtung, dass die modifizierte Form von myc:AXR1 nach der
Behandlung mit enzymatisch aktivem DEN1 nicht langer nachweisbar ist, bestatigte die
Hypothese, dass myc:AXR1 im denl Hintergrund eine NEDD8-Modifikation tragt (Abbildung
21C).
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Abbildung 21: AXRL1 ist ein neues NEDD8-Substrat.

(A) Graphische Darstellung der relativen Abundanz der E1-Untereinheiten AXR1 und ECR1 nach zwei
aufeinanderfolgenden  Aufreinigungschritten von His:Strepll:NEDD8-Konjugaten unter nicht-
denaturierenden (Strepll) und denaturierenden (His) Bedingungen. Das log(2)-Verhaltniss beschreibt
den Quotienten der gemessenen Haufigkeit (raw abundance) in der His:Strepll:NEDD8-Probe im
Vergleich zur Kontrollprobe. (B) Western-Blot Analyse von Proteinextrakten sieben Tage-alter
Keimlinge mit aNEDD8-, amyc- und aCDC2-Antikérpern. Die Position von NEDD8 (N8)-Konjugaten ist
jeweils angegeben, eine unspezifische Hintergrundbande ist mit einem Stern gekennzeichnet. Die
modifizierte Form von AXR1 ist mit einer Raute markiert. Der aCDC2-Western-Blot dient als
Ladekontrolle. (C) Proteinextrakte von sieben Tage-alten axrl-30 denl-1 myc:AXR1 Keimlingen
wurden mit aufgereinigtem DEN1 oder DEN1C166A inkubiert. Proteinextrakt von myc:AXR1,
exprimiert im wildtypischen Hintergrund, diente als Negativkontrolle. Die Hydrolyse der modifizierten
AXR1-Form wurde mittels amyc-Western-Blot Gberprift. Pfeile markieren die Postition von freiem und
NEDD8 (N8)-modifiziertem AXR1. Der oNEDD8-Western-Blot dient zur Kontrolle der
Deneddylaseaktivitdit von DEN1. (D) amyc-Western-Blot vor und nach der Aufreinigung von
His:Strepll:NEDD8-Konjugaten mittels Co**-Talon Matrix (TI) aus sieben Tage-alten Keimlingen. Die
entsprechenden Genotypen der Keimlinge sind in der Abbildung angegeben. Die Teile des
Immunoblots stammen vom selben Experiment und derselben Belichtung, wurden aber nachtraglich

anders zusammengefligt. Pfeile markieren die Positionen von freiem und NEDD8 (N8)-modifiziertem
AXR1.

Durch die vorliegenden Ergebnisse wurde die Frage aufgeworfen, ob AXR1 auch im
wildtypischen Hintergrund neddyliert wird. Die denaturierende Aufreinigung von His-Strepll-
getaggtem NEDDS8 aus Pflanzenlinien mit myc:AXR1 im Wildtyp oder denl Hintergrund
zeigte, dass eine neddylierte Form von myc:AXR1 auch im wildtypischen Hintergrund
prasent ist (Abbildung 21D). Allerdings ist das Verhaltnis von modifizierter im Vergleich zu
unmodifizierter Form von myc:AXR1 im Wildtyp so gering, dass die neddylierte Form erst
durch die Anreicherung neddylierter Proteine nach der Aufreinigung nachweisbar war.

Wie die Ubiquitylierung wird auch die Modifikation mit NEDD8 mit unterschiedlichen
Effekten in Verbindung gebracht. Eine mogliche Auswirkung der Neddylierung ist eine

veranderte Proteinstabilitat. Daher wurde untersucht, ob die modifizierte und unmodifizierte
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Form von AXR1 unterschiedliche Abbaudynamiken aufweisen. Beide Formen erwiesen sich
bei der Behandlung mit CHX jedoch als &hnlich stabil (Abbildung 22A). Die Neddylierung von
AXR1 dient demnach nicht als Signal fiir einen beschleunigten oder verzégerten Abbau des
Proteins. Die Modifikation mit NEDD8 kann auch die Interaktion mit anderen Proteinen
beeinflussen. Da AXR1 Teil eines Heterodimers mit ECR1 ist, stellte sich die Frage, ob
AXR1-NEDD8 immer noch einen Komplex mit ECR1 bilden kann. Um diese Frage zu
beantworten wurde eine Gelfiltrationsanalyse mit Proteinextrakt aus axrl-30 denl-1
myc:AXR1 Keimlingen durchgefiihrt. Obwohl der Heterodimer von AXR1 und ECR1 eine
GroRRe von etwa 110 kDa (AXR1: 60 kDa; ECR1: 50,5 kDa) aufweisen sollte, befindet sich
der Peak des Proteinsignals bei etwa 400 kDa, was auf die Anwesenheit des E1 Enzyms
innerhalb eines groReren Komplexes hinweist (Abbildung 22B). AXR1 und AXR1-NEDDS8
zeigen allerdings das gleiche Elutionsprofil, also sind beide Formen fahig mit ECR1 zu
interagieren (Abbildung 22B).

Abbildung 22: AXR1-NEDDS8 A

ist stabil und Teil des E1 wr Iy AXR1 myeRRRT

Komplexes_ - 0,5h 1h - 05h 1h 3h 6h - 05h 1h 3h 6h CHX

(A) Cycloheximid (CHX)- —1 «myc:AXR1-N8
Behandlung. Wildtyp (WT)- —— — — — «myc:AXR1
Keimlinge und Keimlinge, die amyc (AXR1)

myc:AXR1 im axrl-30 oder | — S o ) |

axrl-30 denl-1 Hintergrund oRGA '

exprimieren  wurden sieben “, . SN S e e e WL ‘

Tage lang auf GM angezogen g7

und anschlieRend fir bis zu 6 h
in Flussig-GM mit 50 uM CHX
inkubiert. Die Stabilitit von 26 28 30 32 34 36 38 Fraktion

0o

myc:AXR1L und mycAXR1- g P——— i =48
NEDD8 (N8) uber die Zeit S% —— « myc:AXR1
wurde mittels amyc-Western- EE‘ I ‘ -
Blot verfolgt. Pfeile markieren & *

669 440 158 75 44 kDa

die Positionen von freiem und
NEDDS8 (N8)-modifiziertem CSN CSNS

AXR1. Der aCDC2-blot dient Monomer

als Ladekontrolle, der Western-

Blot gegen das unstabile RGA-

Protein zur Kontrolle der CHX-

Behandlung. (B) Gelfiltration (Superose 6) von Proteinextrakt aus sieben Tage-alten axr1l-30 denl-1
myc:AXR1 Keimlingen. 20 pl Aliquots wurden in Western-Blots mit amyc- und aCSN5-Antikdrpern
untersucht. Pfeile markieren die Position von freiem und NEDD8 (N8)-modifiziertem AXR1.
Fraktionsnummern und Molekulargewichte sind entsprechend angegeben. CSN5 ist als Teil des CSN-
Komplexes und als Monomer nachweisbar.
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2.2.2. Autoneddylierung von AXR1 und der Effekt auf die
Transthioesterbildung

Fir die Modifizierung eines Substrats mit NEDD8 bendtigt es ublicherweise die Aktivitat der
gesamten enzymatischen Kaskade bestehend aus E1 und E2 sowie einer E3 Ligase. Im
Falle des neddylierten AXR1 ist jedoch auch eine Autoneddylierung innerhalb des E1
Heterodimers denkbar. Ahnliche Automodifizierungen sind beispielsweise fur E1 und E2
Komponenten des Ubiquitin- und SUMO-Modifikationsweges bekannt [Arnold and Gevers,
1990; Zhou et al., 2004]. Fur eine generelle Charakterisierung der Automodifizierung der
NEDD8 E1 Untereinheiten wurden Komponenten des NEDDS8-Systems rekombinant in
E. coli exprimiert, um den ersten Schritt des Neddylierungsweges, namlich die Bildung des
E1-NEDDS8 Thioesters, in vitro zu untersuchen. Thioesterbindungen sind hochreaktiv und
kénnen durch die Zugabe von Reduktionsmitteln wie Dithiothreitol (DTT) leicht gespalten
werden. Die Inkubation der E1 Komponenten AXR1 und ECR1 mit NEDD8 und ATP fihrte
unter nicht-reduzierenden Bedingungen zur Bildung eines Thioesterprodukts, das geman
seines Molekulargewichtes von etwa 95 kDa als eine Bindung von GST-getaggtem ECR1 mit
His:HA-getaggtem NEDDS8 identifiziert wurde (Abbildung 23A). Ein weiteres NEDDS-
Konjugat konnte bei etwa 72 kDa nachgewiesen werden. Dieses Konjugat konnte im
Gegensatz zu dem ECR1-NEDDS8 Thioester nicht durch die Behandlung mit DTT gespalten
werden, was darauf hinweist, dass es sich hierbei um eine Isopeptidbindung handelt. Das
Molekulargewicht des Konjugats entspricht zudem der erwarteten Grol3e von neddyliertem
AXR1. Weder der ECR1-NEDDS8 Thioester noch das mutmalilichen AXR1-NEDD8 Konjugat
konnten in Abwesenheit eines funktionellen E1 Heterodimers gebildet werden, wenn
entweder ECR1 oder AXR1 im Reaktionsansatz fehlten. Diese Ergebnisse erlauben die
Hypothese, dass es auch in vivo zu einer Autoneddylierung des NEDD8 E1 Enzyms
kommen kann, und dass vor allem die AXR1 Untereinheit durch die Automodifzierung
betroffen ist.

Um den Effekt der denl Mutation auf die NEDDS8-Thioesterbildung in vivo zu
charakterisieren, wurden Proteinextrakte von Wildtyp und denl Mutanten unter
reduzierenden oder nicht-reduzierenden Bedingungen aufgearbeitet und ihre
Neddylierungsmuster verglichen. Unter nicht-reduzierenden Bedingungen liel3 sich zusatzlich
zu den DTT-insensitiven NEDD8-Konjugaten eine DTT-sensitive Bande bei etwa 32 kDa im
oNEDD8-Western-Blot  nachweisen  (Abbildung  23B). Seinem  offensichtlichen
Molekulargewicht nach zu urteilen, handelt es sich bei diesem Thioesterprodukt um den E2
Thioester RCE1-NEDDS8. Dagegen konnte das E1 Thioesterprodukt ECR1-NEDD8
Uberraschenderweise nicht im Proteinextrakt nachgewiesen werden, so dass Uber die

Effizienz der E1 Thioesterbildung in Wildtyp und denl Mutante keine Aussage getroffen
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werden konnte. In einem unabhangigen zweiten Versuchsansatz konnte allerdings die im
vorherigen Versuch beobachtete Reduktion von RCE1-NEDDS in der denl Mutante bestatigt
werden (Abbildung 23B,C). Eine quantitative Darstellung des NEDD8-Bandenprofils von
Wildtyp und denl Mutante zeigte einen Rickgang des E2 Thioestersignals auf etwa die
Hélfte des Wildtyp-Niveaus (Abbildung 23B,C). Die Signalstarke fur Cullin-NEDDS8 ist
dagegen in beiden Genotypen vergleichbar (Abbildung 23B,C).
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Abbildung 23: Die Modifikation von AXR1 beeinflusst die NEDD8 Thioesterbildung.

(A) Thioester-Reaktion mit aufgereinigtem rekombinanten His:AXR1 (AXR1), GST:ECR1 (ECR1) und
His:HA:NEDD8 (HA:NEDDS8). Die Reaktion wurde durch die Zugabe von SDS-Ladepuffer mit oder
ohne Zugabe von DTT gestoppt und die Bildung von Thioesterprodukten mittels aHA-Western-Blot
Uberpruft. Pfeile markieren die Positionen von spezifischen Reaktionsprodukten, Sternchen
bezeichnen kreuzreagierende Hintergrundbanden des aHA-Antikdrpers. (B) Proteinextrakte (60 pg)
aus sieben Tage-alten Keimlingen wurden mit SDS-Ladepuffer mit oder ohne DTT aufgekocht, tber
ein Bis/Tris-Gel aufgetrennt und mittels aNEDD8-Western-Blot analysiert. NEDD8 (N8)-Konjugate und
NEDD8 (N8)~Thioester sind mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die Teile des Immunoblots stammen
vom selben Experiment und derselben Belichtung, wurden aber nachtraglich anders zusammengefiigt.
(C) SDS-PAGE und aNEDD8-Western-Blot von Proteinextrakten (60 pg) sieben Tage-alter Keimlinge
unter nicht-reduzierenden Bedingungen. Die Keimlinge wurden auf Medium mit oder ohne 10 uM
MLN4924 angezogen. NEDD8 (N8)-Konjugate und NEDD8 (N8)~Thioester sind mit einem Pfeil
gekennzeichnet. Der aCDC2-Western-Blot dient als Ladekontrolle. Ein Profil der Bandenintensitat fur
die Wildtyp (WT) und denl-1 Proben mit oder ohne MLN4924-Behandlung wurde mit der
Analysesoftware MultiGauge erstellt.
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Einen zusatzlichen Beweis dafur, dass es sich bei der 32 kDA Bande um RCE1-NEDDS8
handelt, lieferte die Behandlung mit MLN4924. Die Bildung von RCE1-NEDDS ist abhangig
von der Aktivitat des NEDD8 E1 Enzyms und die 32 kDa Bande war wie erwartet sensitiv fir
MLN4924 (Abbildung 23C). Die vorliegenden Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass die
E2 Thioesterbildung in der denl Mutante beeintréchtigt ist. Ob dieser Effekt durch eine
verminderte E1 Thioesterbildung oder eine Stoérung der Transthioester-Reaktion
hervorgerufen wird konnte jedoch nicht geklart werden, da eine direkte Untersuchung der E1

Thioesterbildung in vivo nicht méglich war.

2.2.3. Physiologische Effekte der AXR1-Neddylierung

Die Neddylierung von AXR1 hat den bisherigen Ergebnissen zu Folge also einen negativen
Einfluss auf einen der ersten Schritte der NEDD8-Konjugationskaskade. Damit spiegelt sie
zu einem gewissen Grad den Effekt der E1 Inhibierung durch MLN4924 wider. Basierend auf
diesen Ergebnissen lag die Vermutung nahe, dass denl Mutanten auf physiologischer
Ebene eine schwache Beeintrachtigung der CRL-Aktivitat aufweisen. Um diese Hypothese
zu testen, wurde die Tatsache ausgenutzt, dass eine gestdrte Regulation der CRL-Aktivitat
zu Auxin-insensitiven Phanotypen fuhrt. So inhibiert beispielsweise das kunstliche Auxin
2,4-D das Wurzelwachstum von Keimlingen. Dementsprechend wurden Wildtyp und denl
Keimlinge fir vier Tage auf Platten mit normalem Wachstumsmedium angezogen und
anschlielend auf Medien mit unterschiedlichen Konzentrationen an 2,4-D transferiert. Um
den Effekt der denl Mutation zu verstérken, enthielten die Platten neben 2,4-D auch noch
MLN4924. Mit 1 uM wurde die Konzentration von MLN4924 dabei so gewdahlt, dass das
Wurzelwachstum der Keimlinge ohne die Zugabe von 2,4-D nicht inhibiert war [Hakenjos et
al., 2011]. Nach weiteren vier Tagen wurde die Zunahme der Wurzellange quantitativ
ausgewertet. Wie erwartet zeigten denl Mutanten in diesem durch MLN4924 sensibilisierten
Hintergrund eine weniger starke Auxinantwort und daher ein geringfligig starkeres
Wurzellangenwachstum als der Wildtyp (Abbildung 24A,B). Die beobachteten Unterschiede
sind nur sehr schwach ausgepréagt, aber statistisch signifikant (t-Test, p > 0,05) und konnten
zudem in mehreren unabhangigen Versuchsansatzen reproduziert werden.

AXR1 wurde urspringlich in einem Screen fur Mutanten identifiziert, die insensitiv auf
die exogene Zugabe von Auxin reagieren [Lincoln et al., 1990]. Mit zunehmender Stéarke des
jeweiligen Mutantenalleles gehen dabei ein zunehmend gravierender physiologischer
Phanotyp und eine steigende Insensitivitat gegen die exogene Behandlung mit Auxin einher.
Die Neddylierung von AXR1 sollte demnach in axrl Mutanten zu einer Verstarkung des
bereits existierenden Phanotyps fuhren. Aus diesem Grund wurde das Wurzelwachstum
verschiedener axrl denl Mutantenlinien unter dem Einfluss steigender 2,4-D-

Konzentrationen untersucht und die resultierenden Ergebnisse in einer Dosis-Wirkungskurve
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zusammengefasst. Bei axrl-30 handelt es sich um ein starkes axrl Allel [Gilkerson et al.,
2009], das augenscheinlich die Auswirkung der denl Mutation maskiert, so dass die
Auxinantwort der axrl-30 denl Doppelmutante der der parentalen axrl-30 Mutante gleicht
(Abbildung 24C). Im Gegensatz dazu kénnen die zuvor beschriebenen myc:AXR1 Linien als
schwache axrl Mutanten betrachtet werden, da die Expression von myc-getaggtem AXR1
nicht zu einer vollstandigen Komplementation des axr1-30 Phanotyps fiihrt [Hotton et al.,
2011]. Fur die myc:AXR1 Linien zeigte sich ein klarer Effekt der denl Mutation. axr1-30 denl
myc:AXR1-Pflanzen sind deutlich weniger Auxin-sensitiv als myc:AXR1 Pflanzen mit
funktionellem DEN1 (Abbildung 24C,D).
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Abbildung 24: Die Neddylierung von AXRL1 beeintrachtigt die Wachstumshemmung durch das
Auxin 2,4-D.

(A) und (B) Quantitative Auswertung des Wurzelwachstums von Wildtyp (WT) und denl-1 Keimlingen,
die im Alter von funf Tagen fir weitere funf Tage auf Medium mit verschiedenen Konzentrationen von
MLN4924 und 2,4-D umgesetzt wurden. (A) Die Zunahme der Wurzellange wurde mit ImageJ
gemessen und auf den Zuwachs der unbehandelten Wurzeln normalisiert. Dargestellt sind Mittelwerte
und Standardfehler (n = 12), Sternchen zeigen einen signifikanten Unterschied (t-Test; p < 0,05). (B)
Repréasentative Aufnahmen 10 Tage alter WT und denl-1 Keimlinge. (C) und (D) Wurzelwachstum
von axrl Mutantenlinien in Abh&ngigkeit von 2,4-D. FiUnf Tage alte Keimlinge wurden auf Medium mit
verschiedenen 2,4-D-Konzentrationen (25 nM, 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM) umgesetzt und der
Zuwachs der Wourzellange nach weiteren finf Tagen quantitativ ausgewertet. (C) Das
Wurzelwachstum wurde mit ImageJ gemessen und auf den Zuwachs der unbehandelten Wurzeln
normalisiert. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n = 10). (D) Repréasentative Aufnahmen
von 10 Tage-alten axr1-30 myc:AXR1 und axrl-30 denl-1 myc:AXR1 Keimlingen nach funf Tagen auf
Medium mit 0 nM, 50 nM, 100 nM oder 250 nM 2,4-D.
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Der Phanotyp von axrl Mutanten ist im adulten Stadium am deutlichsten ausgepragt
(Abbildung 25A). Daher wurden axrl-30 Einzel- und axrl-30 denl Doppelmutanten
hinsichtlich ihres Rosettendurchmessers im Alter von vier Wochen und ihrer
Blutenstandhéhe im Alter von sieben Wochen analysiert. axrl-30 Pflanzen sind
zwergwichsig mit kleinen Blattern und ihr Rosettendurchmesser ist nur 45% des
Durchmessers des Wildtyps im gleichen Alter (Abbildung 25A,B). In der Doppelmutante
axr1-30 denl ist der Rosettendurchmesser im Vergleich zu axr1-30 hoch signifikant reduziert
(t-Test, p < 0,01) (Abbildung 24B). Die Expression von myc:AXR1 im axr1-30 Hintergrund

stellt den Phanotyp des Wildtyps wieder her. Dagegen ist der Rosettendurchmesser in

axrl-30 denl myc:AXR1 Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp um 24 % reduziert (Abbildung
25B).
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Abbildung 25: Der Verlust von DEN1 verstarkt den Phanotyp von axr1-30.

(A) Reprasentative Aufnahmen von sechs Wochen-altem Wildtyp (WT) und homozygoten Mutanten,
angezogen unter Dauerlicht. axr1-30 denl-1 Doppelmutanten zeigen einen stérkeren Zwergwuchs als
axrl-30 Mutanten. (B) Rosettendurchmesser von 28 Tage-alten Pflanzen. Mittelwerte und
Standardabweichung der Kombination von 3 unabhéngigen biologischen Replikaten. (C)
Blutenstandhdhe von 49 Tage-alten Pflanzen. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n = 8) .
(D) Reprasentative Aufnahmen von sechs Wochen-altem Wildtyp (WT) und homozygoten Mutanten,
angezogen unter Dauerlicht. csn5a-2 denl-1 Doppelmutanten zeigen einen schwéacheren
Zwergwuchs als csn5a-2 Mutanten.
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Bei der Messung der Blutenstandhéhe von sieben Wochen alten Pflanzen waren die
Unterschiede zwischen den verschiedenen Mutantenlinien am offensichtlichsten. Die
Expression von myc:AXR1 fihrte nicht zu einer vollstdndigen Rettung des axrl-30
Phanotyps und die Kombination mit dem denl Allel verstarkte diesen Effekt noch weiter
(Abbildung 25C) (t-Test, p < 0,01). axr1-30 Mutanten hatten eine Hohe von durchschnittlich
18,1 cm und unterschieden sich damit signifikant (t-Test, p < 0,05) von axrl-30 denl
Mutanten mit durchschnittlich 13,2 cm Hohe (Abbildung 24C). Ein gegenlaufiger Trend liel3
sich bei der Kombination des schwachen csn5 Allels csn5a-2 mit denl beobachten.
Wahrend Doppelmutanten mit dem starkeren csn5 Allel csn5a-1 denl sich in ihrem
Phanotyp nicht von der csn5a-1 Einzelmutante unterschieden, zeigten Doppelmutanten mit
csn5a-2 einen leicht abgeschwéachten Phénotyp in den adulten Pflanzen (Abbildung 25D).

Diese Ergebnisse bestatigen die Hypothese, dass die Neddylierung von AXR1 zu einer
Verminderung der NEDD8 E1 Aktivitdt fuhrt und sich daher schlussendlich auch auf die

Funktionalitat der CRLs auswirkt.
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3. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die funktionelle Einordnung des DEN1/NEDP1/SENP8 Homologs aus
Arabidopsis in das pflanzliche NEDDS8-System und die lIdentifizierung neuer DEN1-
spezifischer NEDD8-Substrate.

Ich konnte zeigen, dass es sich bei dem Gen AT5G60190 tatsdchlich um eine
Cysteinprotease mit einer hohen Spezifiat fir NEDDS8, und damit um das DEN1 Ortholog in
Arabidopsis handelt. DEN1 zeigt in vitro eine duale Funktion als NEDD8-prozessierendes
und NEDDB8-dekonjugierendes Enzym. In vivo ist seine Hauptfunktion jedoch die
Deneddylierung von NEDD8-Substraten.

Des Weiteren konnte ich zeigen, dass sich die biochemische Aktivitdt von UCH3, des
bislang noch nicht charakterisierten Vertreters der UCH-Familie in Arabidopsis, in vitro auf
die Prozessierung von Ubiquitin oder NEDDS8 beschrankt. Das rekombinante Enzym weist
dagegen keine Aktivitat als Deneddylase oder Deubiquitinase auf.

Mit AXR1 konnte ich eine der prominenten Banden von neddylierten Proteinen, die in
Arabidopsis denl Mutanten akkumulieren identifizieren. AXRL1 ist damit neben den Cullinen
und ML3 das dritte beschriebene NEDD8-Substrat in Pflanzen und das erste nachgewiesene
Substrat fir DEN1. Bei AXR1 handelt es sich um die regulatorische Untereinheit des NEDDS8
E1l Enzyms. Seine Neddylierung vermindert die Effizienz des E1 Enzyms und beeintrachtigt
dadurch die Funktion der CRL-Ligasen und den CRL-abhéangigen Proteinabbau.

Da sowohl das DEN1 Ortholog aus Arabidopsis erfolgreich charakterisiert als auch
mit AXR1 ein neues NEDD8-Substrat identifiziert werden konnte, wurden die Ziele dieser

Promotionsstudie erreicht.

3.1. Die Funktion von DEN1 in Arabidopsis
3.1.1. DEN1 ist nicht essenziell fir die NEDD8 Prozessierung

DEN1 wurde urspringlich als eine NEDD8-spezifische Protease mit dualer Funktion in der
Prozessierung und Dekonjugation von NEDDS8 charakterisiert [Wu et al.,, 2003].
Biochemische Studien haben gezeigt, dass das humane NEDP1 und DEN1 aus Drosophila
in vitro in der Lage sind, a-Peptidbindungen am C-Terminus von NEDD8 zu prozessieren
[Gan-Erdene et al., 2003; Mendoza et al., 2003; Wu et al., 2003; Chan et al., 2008]. Dagegen
zeigt DenA, das DEN1 Ortholog aus Aspergillus nidulans, keine Aktivitat als NEDD8 C-
terminale Hydrolase [Christmann et al., 2013]. Die grof3e Konservierung und strukturelle
Ahnlichkeit der DEN1 Proteasen erlaubt demnach nicht zwangslaufig eine Vorhersage ihrer
Aktivitat oder Funktion in unterschiedlichen Organismen. Der Test der in vitro Aktivitat von

DEN1 aus Arabidopsis zeigte, dass das Enzym als NEDD8 C-terminale Hydrolase zu

41



Diskussion

fungieren vermag. Dabei ist die Aktivitat jedoch von der Art der C-terminalen
Peptidextensionen abhangig. Wahrend ein C-terminaler 6-fach Histidin-Tag effizient
hydrolysiert wurde, konnte die Peptidbindung zwischen NEDD8 und einem an den C-
Terminus fusionierten Ubiquitin nicht von DEN1 gespalten werden. Im Gegensatz dazu ist
das humane NEDP1 beispielsweise in der Lage auch grol3ere Proteine wie GFP oder GST
am C-Terminus von NEDDS8 zu prozessieren [Shin et al., 2011; Christmann et al., 2013].
Welche strukturellen Attribute die Aktivitdt der verschiedenen DEN1 Orthologe fiur die
Hydrolyse von a-Peptidbindungen regulieren ist noch unklar.

Fur die menschlichen UCHs konnte mittels Strukturanalysen gezeigt werden, dass
die Lange der C-terminalen Extension des Substrats entscheidend fir die Proteaseaktivitat
ist. Eine unterschiedlich lange ungeordnete Schleife der Protease reguliert hier die
Substratzuganglichkeit des aktiven Zentrums [Popp et al., 2009; Maiti et al., 2011]. UCHL3
spaltet beispielsweise Peptidanhange von bis zu 20 Aminosauren von Ubiquitin, wéahrend
grolRere Anhange nicht hydrolysiert werden kénnen [Johnston et al., 1997]. Es ist
wahrscheinlich, dass ein &hnlicher Mechanismus auch fir die beobachtete
Prozessierungsaktivitdt der Cysteinprotease UCH3 aus Arabidopsis verantwortlich ist.
Ahnlich wie DEN1 zeigte auch UCH3 eine enzymatische Aktivitat in der Prozessierung von
kurzen C-terminalen Anhéngen an NEDD8. Wahrend DEN1 jedoch spezifisch fir NEDD8
war, konnte UCH3 sowohl NEDDS8 als auch Ubiquitin effizient prozessieren. Diese duale
Spezifitat von UCH3 Orthologen fur Ubiquitin und NEDDS ist evolutionar konserviert und
konnte in dieser Arbeit nun auch fir das erste UCH3 Ortholog aus Pflanzen bestatigt werden
[Frickel et al., 2007].

Die Spezifitat der mutmalfilichen Prozessierungsenzyme fir kurze Peptidextensionen,
zusammen mit der Beobachtung, dass die Prozessierung der Vorlauferproteine ein sehr
effizienter Vorgang ist, dessen Zwischenprodukte nicht experimentell nachweisbar sind,
fuhrten zu der Hypothese der ko-translationalen Prozessierung [Larsen et al., 1998].
Demnach wirde die Prozessierung - im physiologischen Kontext - stattfinden noch bevor die
Proteine ihre strukturierte, gefaltete Formation erlangen [Larsen et al., 1998].

Die beiden Enzyme DEN1 und UCH3 kommen aufgrund ihrer in vitro Aktivitat als
NEDDS8-prozessierende Enzyme in planta in Frage. Allerdings zeigten die Arabidopsis denl
Mutanten keinen Phéanotyp, der auf eine Beeintrdchtigung der NEDDS8-Prozessierung
hinweist. Dies bestatigt Experimente aus Drosophila, Aspergillus nidulans und Spalthefe, bei
denen der Verlust des DEN1 Enzyms ebenfalls keinen Effekt auf die NEDD8-Prozessierung
hatte [Zhou and Watts, 2005; Chan et al., 2008; Christmann et al., 2013]. Einen weiteren
Einblick in die Komponenten der NEDD8 Prozessierung in Arabidopsis konnte die Analyse
von Doppelmutanten der beiden Enzyme DEN1 und UCH3 bringen. Vorhergehende Arbeiten
zu den anderen Vertretern der UCH Familie in Arabidopsis, UCH1 und UCH2, konnten
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bereits zeigen, dass der Verlust der beiden redundanten Enzyme nicht zu einer erkennbaren
Storung der Ubiquitin oder NEDD8 Prozessierung in vivo fuhrt [Yang et al., 2007].

Die bisherigen Erkenntnisse weisen darauf hin, dass die NEDD8 Prozessierung ein
hohes MalR an Redundanz aufweist und von einer Reihe von DUBs bewerkstellig wird. Die
groRe Ahnlichkeit von NEDD8 zu Ubiquitin und die Existenz mehrerer DUBs mit dualer
Spezifitat legen aul3erdem die Vermutung nahe, dass die Prozessierung beider Proteine
durch dieselben DUBs ausgefiihrt werden kann. In Arabidopsis benotigt die Abspaltung der
Ubiquitin-Doméane am NEDD8 N-Terminus ohnehin auch die Aktivitat eines Ubiquitin-
prozessierenden Enzyms. Welche Enzyme in vivo an der Prozessierung von NEDD8 beteiligt
sind, wird sich demnach wohl nur durch die Analyse komplexer Mutanten klaren lassen. So
zeigte etwa eine Spalthefe Quadrupel-Mutante beider DEN1 Orthologe (nepl und nep2) und
beider UCH Homologe (uchl und uch2) nur eine leichte Reduktion der Cullin-Neddylierung in
einem csn5 Mutantenhintergrund [O'Donoghue et al., 2013]. Dies weist darauf hin, dass es
neben den postulierten Prozessierungsenzymen aus den Familien der UCH und DEN1
Proteasen noch weitere DUBs gibt, die diese Funktion ausiiben kdénnen.

Die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae ist bislang der einzige Organismus, in
dem mit YUH1 eine spezifische Protease fur die NEDD8 Prozessierung identifziert werden
konnte. Hinsichtlich des NEDD8-Systems nimmt die Backerhefe jedoch eine Sonderrolle ein,
so dass sich manche Erkenntnisse nicht auf andere Organismen Ubertragen lassen. Als
einziger bisher untersuchter Modellorganismus ist das NEDD8-System in der Backerhefe
beispielsweise nicht essenziell [Lammer et al., 1998] und es gibt auch kein offensichtliches
Homolog aus der DEN1 Familie [Zhou and Watts, 2005].

Die physiologische Relevanz der Prozessierungsaktivitdt von DEN1 und UCHS3
konnte in der vorliegenden Studie aus Zeitgrinden nicht abschlie@end geklart werden.
Hochstwahrscheinlich gibt es neben DEN1 und UCH3 noch weitere DUBs, die an der
Prozessierung des NEDD8 Vorlauferproteins beteiligt sind. Da DEN1 in vivo somit keine
essenzielle Rolle in der NEDD8 Prozessierung spielt, liegt die Hauptfunktion des Enzyms

vermutlich in seiner anderen enzymatischen Aktivitat, der Aktivitat als Deneddylase.

3.1.2. Die Deneddylasen DEN1 und CSN5 haben unterschiedliche

Funktionen

Die Analyse der in vitro Aktivitat von DEN1 zeigte, dass das Enzym in der Lage ist NEDD8
von einer Vielzahl von Substraten abzuspalten. Besonders beachtenswert ist die
Beobachtung, dass unter in vitro Bedingungen auch die Culline deneddyliert werden kénnen.
Diese Aktivitat als Cullin-Deneddylase war schon friher in in vitro Studien fir das humane
NEDP1 gezeigt worden [Wu et al., 2003]. Gegenuiber CSN5 ist die Effizienz von NEDP1 bei
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der Spaltung der Cullin-NEDDS8 Isopeptidbindung allerdings vergleichsweise gering [Wu et
al., 2003; Yamoah et al., 2005]. Trotz seiner in vitro Aktivitat spielt DEN1 keine Rolle in der
Cullin-Deneddylierung von Drosophila oder Spalthefe in vivo [Zhou and Watts, 2005; Chan et
al., 2008]. denl Mutanten in Arabidopsis zeigten ebenfalls keine offensichtliche Veranderung
des Cullin-Neddylierungsmusters und auch in csn5a-1 denl Doppelmutanten lield sich kein
synergistischer Effekt hinsichtlich der Cullin-Deneddylierung beobachten. Wie sich aus dem
additiven  Phanotyp der Doppelmutante und dem jeweils charakteristischen
Neddylierungsmuster der Einzelmutanten schlieBen lasst, verfligen beide Deneddylasen
Uber einen unterschiedlichen Substratbereich.

Die Unterschiede zwischen der in vitro und in vivo Aktivitdét von DEN1 hinsichtlich der
Culline kdnnen verschiedene Ursachen haben. So ist die Menge an DEN1 Enzym, die fur die
in vitro Experimente verwendet wurde, sehr viel hoher als das endogene DEN1, das mit dem
verwendeten aDEN1-Antikorper im Pflanzenextrakt nicht nachweisbar war. Die
Beobachtungen, dass die Uberexpression von DEN1 in Arabidopsis zwar den
biochemischen denl Phénotyp rettet, aber keinen Effekt auf die Cullin-Neddylierung hat,
spricht gegen die Mdglichkeit, dass allein die erhdhte Enzymkonzentration von DEN1 zu
einer kunstlichen Aktivitdt der Protease fur die Culline fuhrt. Allerdings kann nicht
ausgeschlossen werden, dass unter in vivo Bedingungen der Effekt einer erhohten DEN1-
Konzentration auf den Gleichgewichtszustand der Cullin-Neddylierung durch eine erhohte
Aktivitat der NEDD8-Konjugationskaskade kompensiert wird. Um diese Frage abschliel3end
zu klaren ware die Behandlung von DEN1-Uberexpressionslinien mit dem E1 Inhibitor
MLN4924 und ein anschlieBender quantitativer Vergleich der Cullin-Neddylierung in
unbehandelten und behandelten Pflanzen notig.

Die Aktivitat von DUB Proteasen wird zum Teil auch uber die subzellulére
Lokalisation von Enzym und Substraten in vivo reguliert [Komander et al., 2009]. Wie die
vorliegende Studie zeigen konnte, ist DEN1 in Arabidopsis jedoch sowohl im Cytoplasma als
auch im Zellkern zu finden. Der enzymatisch aktive CSN-Komplex und andere Komponenten
des NEDDB8-Systems sind im Zellkern lokalisiert [Chamovitz et al., 1996; del Pozo et al.,
1998; Kwok et al., 1998; Yeh et al., 2000; del Pozo et al., 2002], so dass davon
ausgegangen wird, dass auch die Cullin-Deneddylierung in diesem Kompartiment
stattfindet. Die subzellulare Lokalisation von DEN1 und den Cullinen bietet demnach keine
schlissige Erklarung fur die Spezifitdt von DENL1 in vivo. Denkbar ist jedoch, dass die Cullin-
NEDDS8 Bindung durch den CRL-Komplex selbst oder seine Interaktion mit dem CSN-
Komplex maskiert wird und dadurch eine Bindung von DEN1 und die anschliel3ende
Abspaltung von NEDDS8 verhindert wird [Lyapina et al., 2001; Schwechheimer et al., 2001;
Wu et al., 2003; Enchev et al.,, 2012]. Demnach wirde die in vitro Aktivitat von DEN1
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dadurch ermdglicht, dass Proteinkomplexe wahrend der Proteinextraktion destabilisiert und
die Cullin-NEDD8-Bindung dadurch fur DEN1 zuganglich wird.

Zuséatzlich zu der Beobachtung, dass DEN1 und CSN5 in Arabidopsis
unterschiedliche Substratspezifitdten besitzen, konnte auch eine Interaktion zwischen DEN1
und dem CSN-Komplex nicht belegt werden. Dies ist ein weiterer Hinweis auf die
differenzielle Funktion der beiden Deneddylasen. Im Gegensatz zu CSN5, das sowohl als
Monomer als auch als Teil des CSN-Komplexes zu detektieren war, war DEN1 in
Arabidopsis nur als monomeres Protein nachweisbar. Auch eine mdgliche Interaktion mit
CSNS5 konnte nicht experimentell bestétigt werden. Eine vergleichbare Gelfiltrations-Analyse
von myc-getaggtem Nepl, dem DEN1 Ortholog aus Spalthefe, hatte die Anwesenheit von
Nepl in einem Komplex mit einem Molekulargewicht von etwa 200 - 400 kDa gezeigt, bei
dem es sich jedoch nicht um den CSN-Komplex zu handeln scheint. In einem weiteren
Experiment konnte zudem eine direkte Interaktion zwischen Nepl wund der
cytoplasmatischen Fraktion von monomerem Csn5 nachgewiesen werden [Zhou and Watts,
2005]. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass Nepl im Vergleich zu den anderen Vertretern
der DEN1 Familie Uber eine zuséatzliche C-terminale Doméne verfugt, die méglicherweis an
der Interaktion mit weiteren Proteinen beteiligt ist. Es ist denkbar, dass DEN1 trotz seiner
augenscheinlich konservierten Funktion in verschiedenen Organismen mit unterschiedlichen
Komplexen und Proteinen interagiert. So konnte beispielsweise flr das humane NEDP1 eine
Interaktion mit der Untereinheit 1 und fir DenA aus Aspergillus nidulans mit der Untereinheit
7 des CSN-Komplexes gezeigt werden [Christmann et al., 2013].

Die Beobachtung, dass die Interaktionspartner von DEN1 zwischen den
verschiedenen untersuchten Organismen nicht streng konserviert sind, legt die Vermutung
nahe, dass auch das Spektrum potentieller Substrate der DEN1 Deneddylasefunktion einige
Unterschiede aufweist. Der Verlust von DENL1 fiihrt in verschiedenen Organismen zu einem
ahnlichen biochemischen Phanotyp, namlich der Anreicherung neddylierter Proteine, bei
denen es sich nicht um die Culline handelt [Zhou and Watts, 2005; Chan et al., 2008].
Wahrend Mutationen von CSN5 jedoch jeweils ein dhnliches Neddylierungsmuster durch die
Anreicherung neddylierter Culline hervorrufen, unterscheiden sich die Neddylierungsmuster
von denl Mutanten verschiedener Spezies [Zhou and Watts, 2005; Chan et al., 2008;
Christmann et al., 2013]. Generell lasst sich in den denl Mutanten jedoch ein erhOhtes
diffuses Hintergrundsignal beobachten, das auf die Existenz weiterer nur schwach
neddylierter oder wenig abundanter Proteine hinweist. Experimentelle Befunde zu vielen
NEDDB8-Substraten zeigten jeweils nur ein geringes Verhéltnis von modifizierter zu
unmodifizierter Form [Oved et al., 2006; Watson et al., 2006; Abida et al., 2007; Sundgvist et
al., 2009; Benjamin and Steller, 2010; Broemer et al., 2010; Choo et al., 2012; Singh et al.,
2012; Vogl et al., 2015]. Die meisten NEDD8-Substrate sind demnach wohl nur kurzzeitig

45



Diskussion

und zu einem geringen Prozentsatz neddyliert, was mit der Beobachtung des erhdhten
schwachen NEDDS8-Hintergrunds in denl Mutanten tbereinstimmen wirde und auch eine

maogliche Erklarung fur die geringe Anzahl an bekannten NEDD8-Substraten ist.

3.1.3. Wird DEN1 reguliert?

Die Aktivitat und Spezifitdt von Proteasen wie den DUBs ist oft genau reguliert und kann
beispielsweise durch die Bindung von Interaktionspartnern, durch die subzellulare
Lokalisation oder auch posttranslationale Modifikationen beeinflusst werden [Reyes-Turcu et
al., 2009]. Fur die beiden DEN1 Orthologe NEDP1 und DenA konnte vor Kurzem gezeigt
werden, dass die Interaktion mit dem CSN-Komplex den Abbau der Proteasen beglnstigt
[Christmann et al., 2013]. In diesem Zusammenhang war die Entdeckung, dass DENL1 in
Arabidopsis eine Ubiquitin-Modifikation tragt, die oft als Signal fir den Proteinabbau Uber das
26S Proteasom dient, von hohem Interesse. DEN1 wird in Arabidopsis jedoch vor allem
monoubiquityliert. Obwohl auch eine schwache Polyubiquitylierung gezeigt werden konnte,
ist unklar, aus wie vielen Monomeren und welchem Kettentyp diese Modifikation besteht.
Unter Cycloheximid-Behandlung zeigte sich DEN1 als ein sehr stabiles Protein in vivo und
die Mutation des Enzyms zu der nicht langer modifizierbaren Form DEN1K217218R flihrte
auch nicht zu einer erkennbaren Veranderung seiner Aktivitat, Lokalisation oder Stabilitat.
Ob die Ubiquitylierung von DEN1 eine biologisch relevante Funktion hat, ist daher leider
noch nicht geklart. Durch die Uberexpression ist die Menge an DENL in den transgenen
Pflanzen sehr viel hoher als unter natirlichen Bedingungen. Bedenkt man, dass nur ein
geringer Teil von DENL1 in ubiquitylierter Form vorliegt, ist es daher auch méglich, dass der
Effekt der Ubiquitin-Modifikation auf DEN1 durch die Uberexpression maskiert wird. Um die
Bedeutung der Modifikation aufzudecken, waren daher weitere Untersuchungen mit einer
endogenen Proteinkonzentration von DEN1 n6tig.

3.2. Die ldentifizierung neuer NEDD8-Substrate

Seit langem wird vermutet, dass es neben den Cullinen noch weitere Substrate der NEDD8-
Modifikation gibt. Obwohl vor allem in den letzten Jahren eine Reihe an neuen Substraten
beschrieben wurde, ist die Zahl an bekannten Substraten im Vergleich zu Ubiquitin und dem
UBL SUMO immer noch gering [Enchev et al., 2014; Mergner and Schwechheimer, 2014].
Im Allgemeinen zeichnet sich jedoch das Bild einer Aufteilung in CSN-abhéangige NEDD8-
Substrate und DEN1-abhangige NEDD8-Substrate ab. Die Deneddylierungsaktivitit des
CSN-Komplexes scheint auf die Culline beschrankt zu sein, wahrend DEN1 fir die

Deneddylierung anderer NEDD8-Substrate sorgt [Enchev et al., 2014].
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Fur die Identifikation neuer noch unbekannter NEDD8-Substrate in Arabidopsis wurde
hier ein getaggtes NEDDS8-Konstrukt in einem denl Mutantenhintergrund exprimiert. Auf
diese Weise konnte fur die nachfolgende Aufreinigung die Tatsache ausgenutzt werden,
dass die modifizierte Form von NEDDB8-Substraten in der Abwesenheit der
Deneddylaseaktivitdit von DEN1 angereichert ist. Das Konstrukt wurde unter der Kontrolle
des endogenen RUB1  Promotors  exprimiert, um das Auftreten von
Uberexpressionsartefakten zu vermeiden. Des Weiteren erfolgte ein Schritt der Aufreinigung
unter denaturierenden Bedingungen, so dass zwischen NEDD8-Interaktoren und Substraten
unterschieden werden konnte. Die Liste mdglicher NEDDB8-Substrate enthielt neben
Proteinen aus dem NEDD8-Weg und Cullinl auch eine Reihe an ribosomalen Proteinen und
Enzymen (siehe Appendix, Tabelle 2). Die gemessene Menge der ribosomalen Proteine und
ihre Anreicherung im Vergleich zur Kontrolle ist jedoch zu gering, um sie als potentielle
NEDDS8-Substrate zu betrachten. Das Auftreten ribosomaler Proteine ist andererseits
allerdings interessant, da in anderen Proteomik-Studien gezeigt werden konnte, dass
ribosomale Proteine eine NEDDB8-Modifikation tragen [Xirodimas et al., 2008]. Unter den
Enzymen konnte PDX11, ein Enzym des Pyrodoxal-5'-Phosphat-Biosynthese-Wegs, als ein
potentieller NEDDS8-Interaktor und MDH1 (MALAT DEHYDROGENASE 1) und BCCP1
(BIOTIN CARBOXYL CARRIER PROTEIN 1) als potentielle NEDD8-Substrate identifiziert
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden diese Enzyme jedoch vorerst nicht weiter
untersucht. Obwohl es sich bei dem Grofiteil der bekannten NEDD8-Substrate um E3
Ubiquitinligasen oder Transkriptionsfaktoren handelt, konnte die vorliegende Studie keine
potentiellen Substrate aus diesen Proteinklassen identifizieren. Eine Erklarung hierflr ware
wiederum die geringe Expression und/oder Modifikation potentieller NEDD8-Substrate
[Rabut and Peter, 2008]. So konnten andere Proteomik-Studien beispielsweise neben den
abundanten Cullinen mit p53 ebenfalls nur ein weiteres vorher beschriebenes NEDDS8-
Substrat bestatigen [Li et al., 2006].

Allgemein haben sich NEDDS8-Substrate in Proteomik-Studien aufgrund ihrer
geringen Abundanz als nur schwer fassbar erwiesen [Norman and Shiekhattar, 2006; Jones
et al.,, 2008; Xirodimas et al., 2008; Hotton et al.,, 2012; Hakenjos et al., 2013]. Die
Uberexpression von NEDD8 zur Anreicherung neddylierter Proteine ist jedoch aufgrund der
Durchlassigkeit des Ubiquitin-Konjugationssystems fiir NEDD8 unter diesen Bedingungen
nicht empfehlenswert [Hjerpe et al., 2012a]. Die Verwendung einer Deneddylierungs-Mutante
wie denl, in der die neddylierte Form von Proteinen unter endogenen Bedingungen
angereichert ist, liefert daher einen eleganten Ansatz zur Entdeckung neuer Substrate. In der
Tat konnte in dieser Arbeit fur eines der Gber die MS-Analyse identifizierten Proteine, AXR1,
die Modifikation mit NEDD8 bestétigt werden.
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3.3. AXR1 ist ein DEN1-spezifisches NEDD8-Substrat

Da es sich bei AXR1 um die regulatorische Untereinheit des NEDD8 EZ1-aktivierenden
Enzyms aus Arabidopsis handelt, ist seine Identifizierung innerhalb einer Proteomik-Studie
fur NEDD8 nicht verwunderlich. Erst die Beobachtung, dass AXR1 nach der Aufreinigung
von NEDDB8-Konjugaten unter denaturierenden Bedingungen in starkerem Mafd als die
katalytische E1 Untereinheit ECR1 angereichert war, fihrte zu der Vermutung, dass AXR1
nicht nur ein Teil des NEDDS8-Systems ist, sondern auch selbst neddyliert wird. Die
Untersuchung von axrl denl Doppelmutanten konnte zeigen, dass AXR1 das zuvor als p72
bezeichnete Protein ist, das in denl Mutanten zu einem &hnlich starken Grad wie die Culline
neddyliert wird. Damit handelt es sich bei AXR1 um das erste beschriecbene DEN1-
spezifische NEDD8-Substrat aus Pflanzen. Die Western-Blot Analysen von axrl denl
Doppelmutanten zeigten immer noch ein schwaches NEDD8-Signal bei 72 kDa, obwohl das
axrl-30 Allel eine knock-out Mutante ist [Gilkerson et al., 2009]. Neben AXR1 gibt es in
Arabiopsis das nah verwandte Protein AXL (AXR1-LIKE), das AXR1 funktionell fast
vollstandig ersetzten kann [del Pozo et al., 1998; Dharmasiri et al., 2007; Hotton et al., 2011].
Da die GrofRe von AXR1 und AXL beinahe identische ist und die beiden Proteine etwa 80 %
Aminosaureidentitdt haben, kann AXL vermutlich ebenfalls neddyliert werden, was das
verbleibende Western-Blot Signal erklaren wirde.

Die katalytische E1 Untereinheit ECR1 ist Gber einen Thioester an NEDD8 gebunden.
Dass die Madifikation von AXR1 auch unter reduzierenden Bedingungen stabil nachweisbar
ist, spricht jedoch daflir, dass es sich bei der Bindung zwischen AXR1 und NEDD8 um eine
Isopeptidbindung handelt, wie sie Ublicherweise zwischen dem C-terminalen Glycin von
NEDD8 und einem Lysin des Substrats gebildet wird. Fir myc:AXR1 sind im denl
Hintergrund mehrere modifizierte Banden im Western-Blot erkennbar, so dass anzunehmen
ist, dass AXR1 an multiplen Lysinen neddyliert werden kann. Solche multiplen
Neddylierungen wurden bereits fur NEDD8-Substrate anderer Spezies beschrieben, wobei
es sich zum Teil auch um NEDDB8-Ketten zu handeln scheint [Rabut and Peter, 2008;
Hakenjos et al., 2013; Ma et al., 2013]. Welche Lysine in AXR1 modifiziert werden und ob es
sich um multiple Mononeddylierungen oder um eine Polyneddylierung handelt, konnte
bislang noch nicht aufgeklart werden. Keines der 40 internen Lysine wurde als
Neddylierungsstelle in MS-Analysen gefunden, obwohl fir AXR1 eine Abdeckung der

Peptidsequenz von 64 % erreicht wurde.

3.3.1. Das E1 Enzym wird autoneddyliert

Wahrend NEDD8-Substrate Ublicherweise Uber die Enzymkaskade aus El-aktivierendem

Enzym, E2-konjugierendem Enzym und E3 Ligase modifiziert werden ist die Neddylierung
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von AXR1 hdchstwahrscheinlich das Ergebnis einer Autoneddylierung des E1 Enzyms.
Frihere Studien beschreiben eine solche Automodifizierung fur E1 und E2 Enzyme von
Ubiquitin und SUMO [Arnold and Gevers, 1990; Banerjee et al., 1993; Bencsath et al., 2002;
Zhou et al., 2004; Hsiao et al., 2009]. Wie die Versuche mit den aufgereinigten Proteinen
AXR1, ECR1 und HA:NEDDS8 gezeigt haben, kann AXR1 in vitro ohne die Anwesenheit
eines E2 oder E3 Enzyms modifiziert werden. Denkbar ist, dass entweder die reaktive
NEDDS8-AMP Verbindung mit dem E1 Enzym reagiert oder dass der NEDD8-ECR1 Thioester
von einem Lysin von AXR1 angegriffen wird. Interessant ist jedoch vor allem die
Beobachtung, dass in beiden Féallen, sowohl in vivo als auch in vitro, nur AXR1 und nicht
ECR1 Opfer dieser Autoneddylierung wird. Nahere Einblicke in den Mechanismus kénnte
daher die ldentifizierung der Modifizierungsstelle in AXR1 im Kontext mit dem detailliert
beschriebenen Aktivierungsmechanismus des NEDD8 E1 Enzyms bringen [Walden et al.,
2003; Huang et al., 2007].

In vivo wird NEDD8 scheinbar sehr effizient von ECR1 auf das E2 Enzym RCE1
Ubertragen, so dass der ECR1-NEDDS8 Thioester nicht mittels Western-Blot nachweisbar ist.
Nimmt man an, dass die E1 Thioesterbildung fiir die Neddylierung von AXR1 notwendig ist,
wirft dies die Frage auf, warum es unter diesen Bedingungen zu der Bildung von AXR1-
NEDD8 kommt. Die Expressionslevel der Komponenten des NEDD8-Systems sind relativ
vergleichbar [Woodward et al., 2007], so dass ausreichend E2 Enzym zur Verfligung stehen
sollite, um NEDD8 vom E1 Enzym zu Uubernehmen. Eine Erklarung kénnte in den
Bindeaffinitdten von E1, E2 und E3 Enzymen liegen. Die E1 und E3 Bindedomé&nen im E2
Enzym (berlappen sich, so dass nur eine aufeinanderfolgende Bindung E1 zu E2
beziehungsweise E2 zu E3 mdglich ist [Bencsath et al., 2002; Eletr et al., 2005; Huang et al.,
2005; Reverter and Lima, 2005]. Ein Teil des E2 Enyzmreservoirs pendelt demnach
zwischen dem E1 Enzym und der jeweiligen E3 hin und her, wodurch es zu einem Mangel
an freiem E2 fur die Ubernahme des NEDD8 Thioesters kommen konnte. Die
Uberexpression von RCEL1 in denl Mutanten kénnte wohl Auskunft dariiber geben, ob die

AXR1-Neddylierung in vivo mit der Transthioester-Reaktion konkurriert (siehe Abbildung 26).

3.3.2. AXR1, NEDDS8 und die CRLs

Die Modifikation mit NEDD8 kann unterschiedliche Effekte auf die Funktion eines Substrats
haben. Einige Proteine werden stabilisiert oder destabilisiert, zeigen ein anderes
Interaktionsverhalten oder andern ihre Lokalisation [Enchev et al., 2014; Mergner and
Schwechheimer, 2014]. Welche Auswirkung die Neddylierung auf AXR1 hat ist noch unklar.
Der Komplex zwischen AXR1 und ECR1 scheint durch die Modifikation nicht beeintrachtigt
zu werden und auch hinsichtlich ihrer Stabilitdt waren keine Unterschiede zwischen der

modifizierten und unmodifizierten Form von AXR1 erkennbar. Ungeachtet dieser noch
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offenen Frage ist jedoch offensichtlich, dass die Neddylierung von AXR1 eine negative
Auswirkung auf die CRL-Aktivitat hat. Alleine ist dieser Effekt zu schwach, um in der denl
Mutante in Augenschein zu treten. Unter Bedingungen, in denen die NEDD8 E1 Aktivitat
jedoch bereits beeintrachtigt ist, wie durch die Zugabe des E1 Inhibitors MLN4924 oder in
axrl Mutanten, fuhrt der Verlust der DEN1 Aktivitdt zu einem verstarkten Phanotyp. Dies
stimmt mit friheren Studien Uberein, die zeigen konnten, dass eine zunehmende
Verminderung der E1 Aktivitdt mit zunehmend starkeren Phanotypen einhergeht [del Pozo et
al., 2002; Dharmasiri et al., 2007]. axrl Mutanten sind zwergwichsig, haben eine
verminderte apikale Dominanz, eingerollte Blatter und sind teiltweise steril [Lincoln et al.,
1990; Leyser et al., 1993]. Eine Kombination des starken axrl-12 Allels mit einer dominant-
negativen Form von ECR1 verstarkt diesen Phanotyp noch weiter und die Mutation der
beiden redundanten Gene AXR1 und AXL fuhrt zu einem Entwicklungsstopp im
Keimlingsstadium oder zum Teil auch schon wahrend der Embryonalentwicklung [del Pozo
et al., 2002; Dharmasiri et al., 2007].

Die meisten Aspekte des axrl Phanotyps koénnen durch eine Stérung der
Auxinantwort erklart werden [Walker and Estelle, 1998; del Pozo et al., 2002]. Das F-Box
Protein TIR1 (TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1) und seine Homologe AFB1-5
(AUXIN SIGNALING F-BOX) dienen als Rezeptoren fiir das Phytohormon Auxin [Dharmasiri
et al., 2005; Kepinski and Leyser, 2005]. Eine Inhibition der NEDD8 E1 Funktion fihrt zu
einer verminderten Neddylierung der Culline, woraus sich eine Inhibition der CRL
SCFTRUAFBLS 1nd letztendlich eine Beeintrachtigung der Auxinantwort ergibt [del Pozo et al.,
2002; Dharmasiri et al., 2007]. Weitere Aspekte der pleiotropen Phéanotypen von Mutanten
des NEDDB8-Systems sind dadurch erklarbar, dass die gestérte Cullin-Neddylierung alle
Klassen von CRLs, SCF, BTB und DWD in ihrer Funktion beeintréchtigt. So sind neben den
Phytohormonantworten auch viele weitere Prozesse wie der Zellzyklus oder die
Pathogenabwehr von Stérungen des NEDD8-Systems betroffen [Dohmann et al., 2005;
Dreher and Callis, 2007; Santner and Estelle, 2010].

Fur die Theorie, dass die Neddylierung von AXR1 die Cullin-Neddylierung vermindert,
spricht auch die Beobachtung, dass der Phanotyp von axrl Mutanten durch die Kombination
mit dem denl Allel verstarkt wird, wahrend fir das schwache csn5a-2 Allel eine leichte
Abschwéchung des Phanotypes erkennbar war. Fur eine normale CRL-Funktion ist die
Balance aus Cullin-Neddylierung und Deneddylierung essenziell. Eine verminderte
Neddylierungsaktivitdit hat negative Auswirkungen auf den Phénotyp einer
Neddylierungsmutante, wahrend fir eine Deneddylierungsmutante ein positiver Effekt
maoglich ist. Trotz des deutlichen physiologischen Phanotyps war fiir beide genetischen
Kombinationen axr1-30 denl und csn5a-2 denl auf biochemischer Ebene keine signifikante
Veranderung der Cullin-Neddylierung erkennbar. Da bereits kleine Veranderungen im
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Gleichgewichtszustand der modifzierten und unmodifzierten Form der Culline ausreichen,
um den physiologischen Phanotyp drastisch zu verstarken, wie es bei csn5a-1, csn5a-2 und
csnb5a-2 csnbSb-1 Mutanten zu sehen ist [Dohmann et al.,, 2005], sind schwache
phanotypische Veradnderungen wie in der denl Mutante biochemisch wahrscheinlich nur
schwer nachweisbar.

DEN21 hat somit Uber seine Rolle in den ersten Schritten der NEDD8-Konjugation
indirekt doch einen schwachen Einfluss auf die Cullin-Neddylierung und den proteasomalen
Proteinabbau. Ob DEN1 auch in anderen Organismen (ber die Deneddylierung des E1
Enzyms mit dem CRL-System verbunden ist bleibt abzuwarten. Geht man davon aus, dass
DEN1 nicht entscheidend fir die NEDD8 Prozessierung ist wirde ein derartiger
Mechanismus jedoch die Beobachtung erklaren, dass der knock-down von SENP8/NEDP1 in
humanen Zelllinien zu einer verminderten Cullin1-Neddylierung fuhrt [Ehrentraut et al., 2013].
Uber die Deneddylierung einzelner E3 Ubiquitinligasen wie MDM2 [Xirodimas et al., 2004;
Watson et al., 2010], SMURF1 (SMAD UBIQUITINATION REGULATORY FACTOR 1) [Xie
et al.,, 2014], BRAP2 (BRCA1-ASSOCIATED PROTEIN 2) [Takashima et al., 2013], Parkin
[Choo et al., 2012; Um et al., 2012] und driCE (INTERLEUCIN-13-CONVERTING ENZYME)
[Broemer et al., 2010] nimmt DEN1 in anderen Organismen aber auch direkt Einfluss auf den
Abbau einzelner Proteine. Fir die weitere Charakterisierung der Arabidopsis denl Mutante
und moglicher neuer NEDD8-Substrate und ihrer Funktion wird es daher wichtig sein,

zwischen allgemeinen CRL- und substratspezifischen-Effekten zu unterscheiden.

3.3.3. Regulation oder Nebenreaktion?

Welche Rolle die Neddylierung von AXR1 und damit die Deneddylaseaktivitat von DENL1 fir
AXR1-NEDDS8 innerhalb des NEDDB8-Konjugationssystemes spielt, konnte noch nicht
schlussig geklart werden. Es ist durchaus denkbar, dass es sich bei der Modifikation der E1
Untereinheit um einen regulatorischen Mechanismus handelt. Das NEDD8-System verfligt
nur Uber ein einziges E1 Enzym, so dass eine Regulation an diesem Punkt des
Konjugationssystems einen starken Einfluss auf die Neddylierungsaktiviat erméglicht. Die
Automadifikation von E1 und E2 Enzymen ist schon friher fir den Ubiquitin oder SUMO-
Konjugationsweg beschrieben worden [Arnold and Gevers, 1990; Banerjee et al., 1993;
Bencsath et al., 2002; Zhou et al., 2004; Hsiao et al., 2009]. Interessanterweise konnte dabei
gezeigt werden, dass die Sumoylierung des SUMO E1-aktvierenden Enzyms sowohl einen
Einfluss auf seine Lokalisation als auch auf die Interaktion mit dem E2 Enzym und den
Thioestertransfer haben kann. In diesem Fall ist es jedoch spezifisch die katalytische
Untereinheit des Heterodimers, die sumoyliert wird [Truong et al.,, 2012a; Truong et al.,
2012b]. Ein ahnliches Szenario ware auch fir die NEDD8 E1 aus Arabidopsis mdglich. In

denl Mutanten ist die Menge an nachweisbarem E2-NEDD8 Thioester im Vergleich zum
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Wildtyp reduziert. Gleichzeitig war jedoch keine Reduktion fir das freie NEDD8 Monomer in
denl Mutanten offensichtlich. Dies spricht dafiir, dass die Reduktion des E2-NEDDS8
Thioesters durch eine Stérung der E1 Thioesterbildung oder des NEDD8-Transfers von E1
auf E2 zurickzufuhren ist und nicht auf eine Reduktion des freien NEDD8-Reservoirs. Die
Modifizierung von AXR1 leitet einen Teil des NEDD8 von der E1-E2 Transthioester-Reaktion
ab (Abbildung 26). Dies kdnnte eine Alternative zum Thioestertransfer darstellen, wenn kein
E2 Enzym fir die Ubernahme von NEDDS8 zur Verfiigung steht. Auf diese Weise wiirde
verhindert, dass der reaktive NEDDB8-Thioester ungewollte Addukte mit kleinen zellularen
Nukleophilen bildet [Reyes-Turcu et al., 2009]. Je nachdem, ob auch das neddylierte E1
Enzym die Bindung des E2 und eine Transthioester-Reaktion erlaubt, ergeben sich daher
zwei moglich Szenarien. Wenn die Neddylierung von AXR1 keinen Einfluss auf die
enzymatische Aktivitat des E1 Enzyms hat, kann die Bildung des E2 Thioesters Uber die
Verflugbarkeit von freiem NEDDS8 reguliert werden. Sobald das gesamte E1-Reservoir
neddyliert ist, ware die urspriingliche Kinetik des E1-E2-Systems wiederhergestellt. Ist die
enzymatische Aktivitdt des E1 Enzyms dagegen beeintrachtigt, durch eine verminderte E1
Thioesterbildung oder eine Stérung der Transthioester-Reaktion, so konkurriert die AXR1-
Neddylierung mit der Transthioester-Reaktion. Unter diesen Bedingungen koénnte eine
erhohte E2-Konzentration das Gleichgewicht zur Transthioester-Reaktion hin verlagern.

N8 Eq1™ Abbli(ldung 2?]: Model des E1-E2
Reaktionsschemas.
E1SH L’ E1S = 7l> EZS NS Das freie E1 Enzym (SH) bildet einen Thioester
g2 mit NEDD8 (S~N8). Der Thioester kann
DEN1 entweder an das E2 Enyzm weitergegeben oder
X ”DEM Uber eine Isopeptidbindung an das E1 Enzym
N8(A) SH gebunden werden (-N8). Alternativ kénnte auch
E1 s das NEDD8-Adenylat (N8(A)) mit dem E1 Enzym
reagieren. Die neddylierte Form des E1 Enzyms
N8 ‘ kann erneut NEDD8 (N8) Uber einen Thioester
binden und auf das E2 Enzym ubertragen. DEN1
hydrolysiert NEDD8 wieder vom E1 Enzym.
S~N8 S~N8
E1.xs E2
EZSH

Fur die Enzyme des SUMO-Weges lasst sich eine regulatorische Funktion gut mittels
Hitzebehandlung nachweisen, da die globale Sumoylierung als Stressantwort stark ansteigt
[Miller and Vierstra, 2011; Truong et al., 2012a]. Im Falle von NEDDS8 sind dagegen keine
experimentellen Bedingungen bekannt, die zu einer deutlichen Veranderung des
Neddylierungsmusters filhren, so dass sich der Beweis der regulatorischen Funktion der
AXR1-Neddylierung schwierig gestaltet. Es ist ebenso moglich, dass die Autoneddylierung
der E1 Untereinheit ein ungewolltes Nebenprodukt der NEDDS8-Aktivierung ist und die
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Funktion von DEN1 darin besteht, féalschlich gebundenes NEDD8 wieder fir den NEDD8-
Weg zu regenerieren oder das Reservoir an freiem E1 aufrechtzuerhalten.

Welche biologischen Prozesse die Komponenten des NEDD8-Systemes regulieren
ist allgemein noch eine offene Frage [Rabut and Peter, 2008]. Die Expression von NEDP1
kann durch die Behandlung mit DNA-schadigenden Chemikalien induziert werden [Watson et
al., 2010]. NEDP1 deneddyliert die Ubiquitin-E3-Ligase MDM2 wodurch das Protein
destabilisiert wird. Dies wiederum fihrt zur Stabilisierung des Substrates von MDM2, des
Tumorsuppressors p53 und zur Einleitung des programmierten Zelltodes [Watson et al.,
2010]. Expressionslevel des CSN-Komplexes lassen sich ebenfalls durch apoptotische
Stimuli induzieren [Hetfeld et al., 2008]. Dies fiihrt zu einer vermehrten Cullin-
Deneddylierung und deaktiviert die CRLs. Das potentielle Krebsmedikament MLN4924 nutzt
die Blockierung des E1 Enzyms fur den gleichen Effekt. Eine weitere Komponente des
NEDD8-Systems ist das Protein NUB1 (NEDD8 ULTIMATE BOOSTER 1). NUB1 interagiert
mit NEDD8 und NEDDB8-Konjugaten und fordert ihren Abbau Uber das 26S Proteasom
[Kamitani et al., 2001; Kito et al., 2001; Tanaka et al., 2003; Liu et al.,, 2013]. Das
Zusammenspiel all dieser Komponenten, Neddylierung, Deneddylierung und Abbau von
NEDDS8 und seinen Substraten bildet ein komplexes Netzwerk, das eine feine Regulation der
Substratneddylierung ermdoglicht.

3.4. Schlussfolgerung

Der Fokus dieser Arbeit lag in der Charakterisierung der enzymatischen Funktion des DEN1
Orthologs aus Arabidopsis thaliana sowohl in vitro als auch in vivo und der Identifizierung
noch unbekannter NEDD8-Substrate.

Ich konnte bestatigen, dass es sich bei dem Gen AT5G60190 um eine NEDDS8-
spezifische Cysteinprotease handelt, die in Arabidopsis das Ortholog der DEN1 Familie ist.
DENL1 zeigt in vitro eine Aktivitat als NEDD8-prozessierendes und NEDD8-dekonjugierendes
Enzym. In vivo sind an der Prozessierung von NEDD8 wahrscheinlich mehrere DUBs aus
dem Ubiquitin-System wie zum Beispiel UCH3 im Zusammenspiel mit DEN1 beteiligt und
DENL1 fungiert als eine Deneddylase fiir andere NEDD8-Substrate als die Culline (Abbildung
27). Die Substratspezifitat von DEN1 wird dabei Uber die Erkennung von NEDD8 vermittelt,
so dass es als eine generelle Deneddylase betrachtet werden kann. Die
Deneddylierungsaktivitdit des CSN-Komplexes ist dagegen substratspezifisch und auf die
Culline beschrankt. Die Analyse von denl Mutanten hat gezeigt, dass es noch weitere nicht-
identifizierte NEDD8-Substrate in Arabidopsis gibt. Eines dieser DEN1-abhangigen Substrate
konnte ich als AXR1 identifizieren.

Bei AXR1 handelt es sich um das dritte bekannte NEDD8-Substrat in Pflanzen und
um das erste, fur das eine spezifische Funktion von DEN1 nachgewiesen wurde. Die
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Modifizierung von AXR1 erfolgt durch eine Autoneddylierung des E1 Enzyms und wird von
DEN1 wieder hydrolysiert (Abbildung 27). AXR1 erfillt die Kriterien fur ein echtes NEDD8-
Substrat [Rabut and Peter, 2008; Enchev et al., 2014]. Ich konnte zeigen, dass AXR1 mit
NEDDS eine stabile Isopeptidbindung eingeht und dass die Neddylierung von AXR1 durch
MLN4924 inhibiert werden kann. Aul3erdem ist die Neddylierung unter homdostatischen
Bedingungen und mit endogenen Mengen an AXR1 und NEDD8 nachweisbar. Zuletzt
konnte ich mit der Beeintrachtigung der NEDDS8-E2 Thioesterbildung auch einen
biologischen Effekt der AXR1 Neddylierung zeigen. Dies &uRert sich in einer schwachen
Reduktion der CRL-AKktivitat, die wohl durch die veranderte Dynamik der Cullin-Neddylierung
verursacht wird. Bei der Modifikation von AXR1 koénnte es sich somit um einen

Ruckkopplungs-Mechanismus zur Regulation des NEDD8-Systems handeln.

A
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Abbildung 27: Die Funktion von DEN1 innerhalb des NEDD8-Systems.

Die Deneddylase DEN1 dekonjugiert NEDD8 von der E1-Untereinheit AXR1 und anderen noch nicht
identifizierten Substraten. Cystein (C), Glycin (G), Leucin (L), Lysin (K), Phenylalanin (F), Cullin (CUL),
COP9-Signalosom (CSN).
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4. Material und Methoden

4.1. Material
4.1.1. Bakterienstamme

Fur Klonierungen und die Vervielfaltigung von Plasmiden wurde der Escherichia coli (E. coli)
Stamm XL1-Blue (recA, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac, [F', proAB,
laclgZAM15, Tn10 Tet']; Agilent Technologies/Stratagene, Santa Clara, USA) verwendet.
Gateway-Vektoren wurden in dem E. coli Stamm ccdB Survival™2 (F- mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araA139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl
nupG fhuA:IS2, Lifetechnologies/Invitrogen, Carslbad, USA) vermehrt. Fir die
Proteinexpression in E. coli wurde der Stamm rosetta(DE3)pLysS (F ompT hsdSg(Rg” mg)
gal dem A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 indl sam7 nin5]) pLysSRARE (Cam®):; Merck,
Darmstadt, Deutschland) verwendet. Fir die stabile Transformation von Arabidopsis thaliana
wurden die Agrobacterium tumefaciens Stamme GV3101 pMP90 [Koncz, 1986] und GV3101
pSOUP [Hellens et al., 2000] verwendet.

4.1.2. Pflanzenlinien und Mutanten

Alle Experimente wurden mit dem Arabidopsis Okotyp Columbia-0 (Col) durchgefiihrt.

4.1.2.1. Transgene Linien

Fir die Uberexpression von NEDD8 oder Ubiquitin wurden die DEX-induzierbaren Linien
HA:STREPII:NEDDS8 [Hakenjos et al., 2011] und HA:STREPII:UBIQUITIN [Hakenjos et al.,
2011] verwendet. Die Linie zur Expression von myc-getaggtem AXR1, AXR1p:10MYC-AXR1
linel (myc:AXR1) [Hotton et al., 2011] wurde freundlicherweise von Judy Callis (University of

California, Davis, CA) bereitgestellt.

4.1.2.2. T-DNA Insertionslinien

Samen fur die denl-1 (GK381A12) und denl-2 (SAIL_588 HO02) Linien wurden utber den
Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC; Loughborough, UK) bezogen. Andere, bereits
charakterisierte T-DNA Insertionsmutanten, die in dieser Arbeit verwendet wurden sind:
csnb5a-1 (SALK_063436; [Dohmann et al., 2005], csn5a-2 (SALK_027705; [Dohmann et al.,
2005], csn5b-1 (SALK_007134; [Dohmann et al., 2005], rubl (SALK_052387C; [Bostick et
al., 2004], rub2-2 (SAIL_379_DO02; [Bostick et al., 2004] und axrl-30 (SAIL_904_ EOQ6;
[Gilkerson et al., 2009].
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4.1.3. Proteinnachweis

4.1.3.1. Antikorper

Folgende primaren Antikdrper wurden fur den Nachweis von Proteinen im Western-Blot
verwendet: aCDC2 (1:5000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA); aCSN5 (1:3000;
[Kwok et al., 1998]); aCULLIN1 (1:1000; [Schwechheimer et al., 2002]); aCULLIN4 (1:1000;
[Dohmann et al., 2005]); aFLAG (1:2000; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); aHA-Peroxidase
(1:1000; Roche, Penzberg, Deutschland); aNEDDS8 (1:1000; [Hakenjos et al., 2011]); a-myc
(1:3000; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); aRGA (1:1000; [Willige et al., 2007]); aUbiquitin
P4D1 (1:2000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA); aUGPase (1:2500; Agrisera,
Vannas, Schweden). Zur Herstellung des aDEN1 Antikérpers wurden zwei Hasen mit aus
E. coli aufgereinigtem DEN1 Protein immunisiert. Die Antikérperproduktion erfolgte durch die
Firma Eurogentec (Liege, Belgien). Zum Nachweis von DEN1 wurde in dieser Arbeit das
Serum verwendet.

Als sekundare Antikérper wurden aHase-lgG-Peroxidase (1:1000; Sigma-Aldrich,
St.Louis, USA) und aMaus-IgG-Peroxidase (1:2000; Thermo Scientific/Pierce, Waltham,
USA) benutzt.

4.1.3.2. Matrizes zur Proteinaufreinigung

Fur die Aufreinigung von Proteinen aus Pflanzenextrakten oder Bakterienlysaten wurden
folgende Affinitatsmatrizes verwendet: Strep-Tactin Superflow (1 ml Saulen; IBA, Gottingen,
Deutschland); oFLAG® M2 Affinity Gel (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); Glutathion
Sepharose 4B (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland); Protein A/G PLUS-
Agarose (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA ); Ni Sepharose High Performance
(GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) und Talon® Metal Affinity Resin

(Takara Bio Europe/ Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich).
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4.1.4. Primer

Alle Primer wurden von der Firma Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) bezogen.

4.1.4.1. Genotypisierungsprimer
Tabelle 2: Genotypisierungsprimer

Name Sequenz (5' zu 3')

DEN1 RP TTACACTGAACGAAATTGGGC

DEN1 LP GGGAATTGTCAGCTGTTCATC

CSN5A FW2 GTTTTGGATTAGCATTAGTCCCCAAATC
CSN5A RV2 TTATACATACCTGTTTGCAAATG
CSN5A-2 RP TCACCTTCTGGATCTCCTTTG

CSN5A-2 LP ACGATGTAATCATGGGCTCTG

CSN5B FwW AAGATCTCAGCGCTCGCTCTTCTTAAG
CSN5B RV ATGGCACAACTCCTCCAAAGCGAGAC
RUB1 RP CGTAGCCCAAAAGCTAATTACG

RUB1 LP AAGAGCTGAGCTGAAAGGAGC

RUB2 RP TTTATCCCCTCAAACGATTCC

RUB2 LP TGACGCCATATTCAAGGTCTC

AXR1 RP TCTGTCCGCAGCTCTAAGAAG

AXR1 LP TGCAAACTGCAACTCATTTTG

LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC

LB3 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC
GK (8409) ATATTGACCATCATACTCATTGC

Tabelle 3: Primerkombinationen fir die Genotypisierung

PCR Primer-Kombinationen zur Genotypisierung
DEN1WT DEN1 RP + DEN1 LP
denl-1 mut DEN1 RP + GK (8409)
denl-2 mut DEN1 RP + LB3

CSN5A-1 WT CSN5A FW2 + CSN5A RV2
csn5a-1 mut CSN5A FW2 + LBb1.3
CSN5A-2 WT CSN5A-2 RP + CSN5A-2 LP
csn5a-2 mut CSN5A-2 RP + LBb1.3
CSN5B WT CSN5B FW + CSN5B RV
csnbb-1 mut CSN5B FW + LBb1.3

RUB1 WT RUB1 RP + RUB1 LP

rubl mut RUB1 RP + LBb1.3

RUB2 WT RUB2 RP + RUB2 LP

rub2 mut RUB2 RP + LB3

AXR1WT AXR1 RP + AXR1 LP
axr1-30 mut AXR1 RP + LB3

4.1.4.2. Klonierungsprimer

Tabelle 4: Klonierungsprimer

Name Sequenz (5' zu 3')

GTW_DENL1 fw GGGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTATGGGAAATACTTCTGATGAC
GTW_DEN1 rv GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCACTTACTCACACTCTCAGAC
GTW_DEN1 rv2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTGCCTTACTCACACTCTCAGAC
DEN1 K217218R rv CTCAGACATCAACCTCCTGATCAGCGCCAA

DEN1 BamHI fw ATGGATCCATGGGAAATACTTCTGATGACGAC

DEN1 Notl rv ATGCGGCCGCTCACTTACTCACACTCTCAGAC

UCH3 EcoRI fw ATGAATTCATGGCGACCGCAAGCGAGA

UCH3 Notl rv ATGCGGCCGCTCAGGTTCTCTTAGAGATGG

DEN1CA fw AATGGGTACGACGCCGGTGTTTTCCTT

DEN1CA rv AAGGAAAACACCGGCGTCGTACCCATT
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Name Sequenz (5' zu 3')

BamHI UBQ fw ATGGATCCATGCAGATCTTCGTCAAAACC

Xhol RUBL rv CTCGAGACCACCCCTAAGGGCAAGAAC

Hindlll RUB1 fw ATAAGCTTATGATTAAGGTGAAGACTCT

Xhol UBQ rv CTCGAGCCCACCCCTAAGCCTGAATAC

N8UB fw TGGTATGCAGATCTTCGTCA

N8UB rv AGATCTGCATACCACCCCTAAGG

Xhol His-Strepll fw ATCTCGAGATGCATCACCATCACCATCACGGTGGAGGAGGTGGTTCATGGTCTCATCCTCAA
TTTGAAAAA

Xhol His fw ATCTCGAGATGCATCACCATCACCATCAC

NEDDS8 Spel rv ATACTAGTTCAACCACCCCTAAGGGCAA

pRUB1 fw ATCTGCAGATCTGTTTGGTTGTGGAAATATGGA

pRUB1 rv GTGATGGTGATGGTGATGCATGGATCCTTTTTTTTTCCTTTCTTCGCTGAAATG

rbcS-3A rv ATGCGGCCGCTACTGTACTTAACTTGATTGCA

HANS Ndel fw ATATCATATGTATCCATACGATGTTCCAGATTATGCTGTCGGTGGAGGAGGTGGTACTATGAT

TAAGGTG

HANS8 EcoRlI rcv

ATGAATTCTTAACCACCCCTAAGGGCAAG

GTW DCAF1 fw

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCGATGGACGGGCAAGAGCAT

GTW DCAF1 rv

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTGCGGAAGAACGAATGTTGTC

DCAF1 Ncol-L fw

GGTGGAGGAGGTGGTGGAGGACCATGGGAATCGCAGGGATC

DCAF1 Xhol-L rv

TCCTCCACCACCTCCTCCACCCTCGAGTAGCAGCAGACAC

DCAF1 Xhol AAGAAGCTGCTGTGTCTGCT
DCAF1 Ncol rv2 ACTGACGATCCCTGCGATTC
DCAF1_C3 fw AGATCATCCAGCCTGCACTAAAT
DCAF1_C3r CTTGACGATAAACCTGCTCCAAC

4.1.5. Vektoren

Tabelle 5: Fur Klonierungen verwendete Vektoren

Vektor Referenz Konstrukte E. coli Stamm | Agrobakterienstamm
pGreen0179 [Hellens et al., 2000] | RUB1,,:His:Strepll:NEDD8 XL1-Blue GV3101 pMP90 pSOUP
pDONR201 Life technologies/ pDONR201-DEN1-STOP XL1-Blue -
Invitrogen, Carlsbad, | pPDONR201-DEN1
USA pDONR201-DEN1KR
pDONR201-DCAF1
pEarleyGate101 [Earley et al., 2006] | 35S:DEN1 XL1-Blue GV3101 pMP90
35S:DEN1:YFP:HA
pEarleyGate202 [Earley et al., 2006] | 35S:FLAG:DEN1 XL1-Blue GV3101 pMP90
35S:FLAG:DEN1K217218R
pGWB417 [Nakagawa et al., | 35S:DCAF1:4MYC XL1-Blue GV3101 pMP90
2007]
pET28a Novagen/Merck His:HA:NEDD8 rosetta(DE3) -
Darmstadt,
Deutschland
pET21a Novagen/Merck UB:NEDDS8:His rosetta(DE3) -
Darmstadt, NEDDS8:UB:His -
Deutschland
pGEX 6p-1 GE Healthcare GST:DEN1 rosetta(DE3) -
Europe GmbH, GST:DEN1C166A -
Freiburg, GST:UCH3 -
Deutschland
pTA7002 [Aoyama and Chua, | RUB1:His:Strepll:NEDD8 XL1-Blue -
1997]
topo2.1 Life technologies/ RUB1,0:His:Strepl:NEDD8 XL1-Blue -
Invitrogen GST:DEN1 -
Carlsbad, USA
pJetl.2 Thermo Scientific NEDD8:UB:His XL1-Blue -
Carlsbad, USA His:HA:NEDD8 -

35S:DCAF1:4MYC
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Die Vektoren zur Expression von GST:ECR1, pDEST15-ECR1 und His:AXR1,
pDEST17-AXR1 wurden freundlicherweise von Judy Callis (University of California, Davis,
CA) bereitgestellt [Hotton et al., 2011].
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4.1.6. Chemikalien und Reagenzien

4.1.6.1. Chemikalien
Tabelle 6: Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

2,4-Dichlorphenoxyessigséaure (2,4-D)

Duchefa, Haarlem, Niederlande

6-Benzylaminopurin (6-BA)

Duchefa, Haarlem, Niederlande

Acrylamid/Bisacrylamid 29:1

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Agar fir die Bakteriologie

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Agarose

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Ammoniumhydrogencarbonat (NHsHCO3)

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Ampicilin Natriumsalz

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Avidin

IBA, Gottingen, Deutschland

Basta

Bayer, Leverkusen, Deutschland

B-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bromphenolblau

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bleomycin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Calciumhypochlorit Roth, Karlsruhe, Deutschland
Casein Applichem, Darmstadt, Deutschland
Chloramphenicol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Chloroform Roth, Karlsruhe, Deutschland

Coomassie Brilliant Blue R-250

Applichem, Darmstadt, Deutschland

cOmpleteEDTA-free Protease Inhibitor Cocktail

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Cycloheximid (CHX)

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Desthiobiotin

IBA, Gottingen, Deutschland

Dexamethason (DEX)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Desoxyribonukleosid-Triphosphate (dNTPs)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dithiothreitol (DTT)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethylendiamin-Tetraessigsdure  (EDTA)  Dinatriumsalz | Roth, Karlsruhe, Deutschland
Dihydrat

Essigséaure Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol, vergallt Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe, Deutschland
Formaldehyd (37 %) Roth, Karlsruhe, Deutschland
Formamid Merck, Darmstadt, Deutschland
Gentamycinsulfat Duchefa, Haarlem, Niederlande
Glucose Applichem, Darmstadt, Deutschland
Glutaraldehyd Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Glycerin Applichem, Darmstadt, Deutschland
Glycin Roht, Karlsruhe, Deutschland
Guanidin-Hydrochlorid Applichem, Darmstadt, Deutschland
Harnstoff Roht, Karlsruhe, Deutschland
Hexylenglycol Roht, Karlsruhe, Deutschland
Hygromycin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Imidazol Roht, Karlsruhe, Deutschland
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Roht, Karlsruhe, Deutschland
Isopropanol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumchlorid (KCI)

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO.,)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumhyroxid (KOH)

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Kanamycinsulfat

Applichem, Darmstadt, Deutschland

L-Glutathion

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Applichem, Darmstadt, Deutschland

2-N-Morpholinoethansulfonséure (MES) Monohydrat

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Methylmethansulfonat (MMS) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Milchpulver Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

MLN4924

Millenium Pharmaceuticals, Cambridge, USA

3-N-Morpholinopropansulfonséaure (MOPS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Murashige & Skoog Medium,
vitamins

including Gamborg B5

Duchefa, Haarlem, Niederlande

Natriumacetat

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdisulfit (Na;S,0s)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Natriumthiosulfat (Na,S,03)

Applichem, Darmstadt, Deutschland

N-Ethylmaleimid (NEM)

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Orange G Roth, Karlsruhe, Deutschland

Percoll GE Healthcare, Freiburg, Deutschland
Pflanzenagar Duchefa, Haarlem, Niederlande
Phenol Roth, Karlsruhe, Deutschland

PIPES Roth, Karlsruhe, Deutschland
Rifampicin Roth, Karlsruhe, Deutschland
Salzséaure (HCI) Applichem, Darmstadt, Deutschland
Silbernitrat Applichem, Darmstadt, Deutschland
Silwet BASF, Ludwigshafen, Deutschland

Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan (Tris)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Triton X-100

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Tween 20

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Wasserstoffperoxid (H20,)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

4.1.6.2. Enzyme und Kits
Tabelle 7: Enzyme und Kits

Bezeichnung

Hersteller

CloneJet PCR Cloning

Thermo Scientific, Waltham, USA

Expand High Fidelity PCR System

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Lysozym

Applichem, Darmstadt, Deutschland

M-MuLV Reverse Transcriptase

Thermo Scientific, Waltham, USA

NucleoSpin RNA

Macherey-Nagel, Durren, Deutschland

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase

New England BioLabs, Ipswich, USA

PreScission Protease

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

Restriktionsenzyme

Thermo Scientific, Waltham, USA

RNase A

Thermo Scientific, Waltham, USA

T4 DNA Ligase

Thermo Scientific, Waltham, USA

TOPO TA Cloning

Thermo Scientific, Waltham, USA

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System

Promega, Fitchburg, USA

4.1.6.3. Marker und Substrate
Tabelle 8: Marker und Substrate

Bezeichnung

Hersteller

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Thermo Scientific, Waltham, USA

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific, Waltham, USA

AMC (7-Amino-4-methylcoumarin) Standard

Enzo Life Sciences, Lorrach, Deutschland

NEDD8-AMC

Enzo Life Sciences, Lorrach, Deutschland

Ubiquitin-AMC

Enzo Life Sciences, Lérrach, Deutschland

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate

Thermo Scientific, Waltham, USA
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4.2. Methoden
4.2.1. Generelle Pflanzenarbeiten

4.2.1.1. Samensterilisierung und Wachstumsbedingungen

Fur die Anzucht von Pflanzen unter sterilen Bedingungen wurden Samen fiir 15 min mit einer
gesattigten Calciumhypochloritldsung und anschlieend fir 30 s mit 70 %igem Ethanol
Oberflachen-sterilisiert. Danach wurden die Samen drei- bis finfmal mit sterilisiertem Wasser
gewaschen und auf GM- (4.3 g/l Murashige & Skoog Medium; 10 g/l Saccharose; 0,5 g/l
MES-Monohydrat; 5,5 g/l Agar;, pH mit KOH auf 5,8 eingestellt) oder % MS-
Wachstumsmedium (2,15 g Murashige & Skoog Medium; 0,5 g/l MES-Monohydrat; 6,5 oder
8 g/l Agar; pH mit KOH auf 5,8 eingestellt) ausplattiert. Die Samen wurden fur 2 d oder 7 d
(csn5 Mutanten) bei 4°C im Dunkeln stratifiziert und anschlieRend bei 21°C und konstantem
Licht (150 umol/m?s) angezogen. Zur Propagation und fiir Experimente mit adulten Pflanzen
wurden 7 d alte Keimlinge auf feuchte Erde transferiert und weiterhin bei 21°C und unter
konstantem Licht kultiviert. Fir die Transformation von Arabidopsis mit der floral dip-Methode
(Clough and Bent, 1998) wurden die Samen direkt auf feuchte Erde ausgebracht, fur 2 d bei
4°C stratifiziert und dann ins Licht transferiert. Nach funf bis sechs Wochen wurden die

blihenden Pflanzen transformiert.

4.2.1.2. Kreuzungen

Fur die Generierung der Doppel- und Trippelmutanten von csn5 und denl wurden
homozygote csn5a-1 (?) und csn5b-1 denl-1 (&) Mutanten verwendet. Die csn5b-1 denl-1
Doppelmutante war vorher durch die Kreuzung von csn5a-2 csn5b-1 (?) mit denl-1 (&)
erzeugt worden. Das RHSN-Konstrukt wurde Uber eine Kreuzung von rubl RUB2/rub2
RSHN (@) mit denl-1 (&) in den denl Hintergrund eingebracht. Doppelmutanten fir axr1-30
und denl wurden durch die Kreuzung von axrl-30 myc:AXR1 line 1 () mit denl-1 RHSN
(8) erzeugt. Pflanzen mit dem entsprechenden Genotyp wurden jeweils ab der F2

Generation liber PCR-basierte Genotypisierung oder mittels Marker-Selektion identifiziert.

4.2.1.3. Pflanzentransformation

Arabidopsis thaliana wurde gemafl der floral dip-Methode [Clough and Bent, 1998]
transformiert. Dazu wurde Plasmid-DNA mittels Elektroporation in den entsprechenden
Agrobakterium tumefaciens Stamm transformiert. Nach der Selektion auf LB-Platten (10 g/l
Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l NaCl; pH mit NaOH auf 7,0 eingestellt) mit 15 g/l Agar mit
den zugehérigen Antibiotika fir 2 d bei 30°C wurde eine Einzelkolonie in 8 ml LB mit
Antibiotika tUberimpft und fur weitere 1 bis 2 d bei 30°C im Schiittelinkubator (180 rpm)
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inkubiert. Je 1 ml der Vorkultur wurde zu 500 ml LB mit Antibiotika zugegeben und fir 1 d bei
30°C geschuttelt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 4000 g und Raumtemperatur
fur 15 min pelletiert und in 300 ml Transformationsmedium (2,2 g/l Murashige & Skoog
Medium; 0,5 g/ MES-Monohydrat; 50 g/l Glucose; 10 pl/l 6-BA; 200 pl/l Silwet)
resuspendiert. Die Infloreszenzen von blihenden Arabidopsis wurden fiir ein bis mehrere
Minuten in die Agrobakteriumsuspension getaucht. AnschlieRend wurden die Pflanzen
horizontal auf eine Pflanzenschale gelegt, mit Plastikfolie bedeckt und Uber Nacht bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Am nadchsten Tag wurden die Pflanzen mit Wasser
abgespriiht, um die Zuckerlésung zu entfernen, und anschlieend bis zur Samenreife unter

den oben beschriebenen Bedingungen weiterkultiviert.

4.2.1.4. Selektion transgener Pflanzenlinien

Fir die Selektion auf festen Medien wurden Oberflachen-sterilisierte Samen auf %2 MS- oder
GM-Medium mit dem passenden Antibiotikum oder Herbizid ausgebracht. Zur Selektion
transgener Linien auf Erde wurden Samen direkt auf Erde ausgebracht und die gekeimten

Pflanzen mehrfach mit einer Basta-Losung (Wirkstoff Phosphinothricin (PPT)) bespriiht.

Tabelle 9: Selektionsmittel

Konstrukte Selektionsmittel
auf Erde auf festem Medium
35S:DEN1 Basta (1:3000) PPT (15 pg/ml)

35S:FLAG:DEN1
35S:DEN1:YFP:HA
35S:FLAG:DEN1K217218R

RUB1,,,:His:Strepl:NEDD8 Hygromycin (40 pg/ml)
AXR1,:10MYC-AXR1 Liniel Kanamycin ( 50 pg/ml)
35S:DCAF1:4MYC

4.2.2. Physiologische Experimente

4.2.2.1. Assay zur Auxinantwort

Zur Analyse des Wurzelwachstums in Antwort auf die exogene Zugabe von Auxin wurden
Keimlinge auf GM-Medium einzelgesetzt. Die Keimlinge wurden fir 5 d angezogen und
anschliefend auf GM-Medium mit unterschiedlichen Konzentrationen an 2,4-D und
MLN4924 transferiert. Die Position der Wurzelspitze wurde markiert und nach weiteren 5 d
wurden die Platten eingescannt und das relative Wurzelwachstum ausgewertet. Dazu wurde
die Zunahme der Wurzellange mit der Software ImageJ [Schneider et al., 2012] gemessen
und das Wurzelwachstum ohne die Zugabe von 2,4-D auf 1 gesetzt. Die Mittelwerte und
Standardfehler wurden mit Microsoft Office Excel berechnet und zur Untersuchung der

Signifikanz wurde ein t-Test (zweiseitig, gleiche Varianz) durchgefihrt.
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4.2.2.2. Behandlungen mit Hormonen, Inhibitoren und anderen Substanzen

Zur Induktion der Transkription von HSN und HSUB mit Dexamethason (DEX) wurden
Keimlinge oder Rosettenblatter in eine Losung aus flissigem GM mit 30 uM DEX getaucht
und Gber Nacht bei 21°C inkubiert. Fur die Behandlung mit MLN4924 wurden Keimlinge flr
5d auf GM-Medium angezogen und anschlieRend auf GM-Medium mit 10 uM MLN4924
transferiert. Zur Verfolgung des Proteinabbaus wurden 7 d alte Keimlinge fur 2 bis 8 h in
flissigem GM mit 50 uM Cycloheximid (CHX) bei 21°C inkubiert. Zum Test auf oxidativen
Stress wurden 7 d alte Keimlinge fir weitere 5 d in Flissig-GM mit 5 mM H,O, bei 21°C und
konstantem Licht inkubiert. FUr die genotoxische Stress-Analyse wurden Keimlinge auf GM
angezogen, nach 5 d auf GM-Medium mit 0,5 pg/ml Bleomycin oder 50 ppm MMS

transferiert und nach weiteren 8 d hinsichtlich ihres Wurzellangenzuwachses untersucht.

4.2.2.3. Phanotypische Analyse von axrl Mutanten

Fur die Analyse adulter Pflanzen wurden Keimlinge fir 7 d auf GM-Platten angezogen und
anschlielend auf Erde transferiert. Die Pflanzen wurden bei 21°C und unter konstantem
Licht kultiviert. Fur die Messung des Rosettendurchmessers wurden 28 d alte Pflanzen
fotografiert. Der Durchmesser wurde mit der Software ImageJ gemessen, indem mit der
Ellipsenfunktion der kleinste Kreis gezeichnet wurde, der die gesamte Rosette enthalt. Der
Durchmesser des Kreises wurde als der breiteste Durchmesser der Rosette betrachtet. Fur
die statistische Auswertung wurden die Mittelwerte von drei unabhangigen biologischen
Replikaten kombiniert. Die Messung der Blitenstandhéhe erfolgte mit 49 d alten Pflanzen,
indem mit einem Lineal der Abstand zwischen Rosette und langster Blitenstandspitze
bestimmt wurde. Mittelwerte und Standardfehler wurden mit Microsoft Office Excel berechnet
und zur Untersuchung der Signifikanz wurde ein t-Test (zweiseitig, gleiche Varianz)

durchgefihrt.
4.2.3. Molekularbiologische Methoden

4.2.3.1. Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte mit Hilfe der alkalischen Lyse
[Birnboim and Doly, 1979]. Dazu wurde 1 ml einer Ubernachtkultur bei 7000 g fir 2 min
pelletiert. Das Pellet wurde in 100 pl Puffer 1 (50 mM Glucose; 25 mM Tris-HCI pH 8,0; 10
mM EDTA pH 8,0) resuspendiert. Zuerst wurden 100 ul Puffer 2 (0,2 N NaOH; 1 % SDS) und
dann 100 pl Puffer 3 (3 M Natriumacetat pH 4,8) zu der Bakteriensuspension gegeben und
der Ansatz jeweils durch Invertieren gut gemischt. Nach einer Zentrifugation bei 20 000 g fur

10 min bei Raumtemperatur wurde der Uberstand mit 700 pl 100 %igem Ethanol vermischt
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und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 80 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und
in 50 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,1 M EDTA pH 8,0) mit 500 U/ml RNase A
aufgenommen.

Fur die Isolierung von Plasmid-DNA aus Agrobakterium tumefaciens wurde das oben
beschriebene Protokoll folgendermal3en abgeéndert. Zellen aus 3 ml Flussigkultur wurden
pelletiert und in 300 pl Puffer 1 mit 80 000 U/ml Lysozym resuspendiert. Nach 5 min
Inkubation wurden 300 pl Puffer 2 hinzugefligt, der Ansatz weitere 5 min auf Eis inkubiert
und dann 300 upl Puffer 3 zugegeben. Nach der Zentrifugation wurden 700 upl des
Uberstandes mit 700 pl Phenol-Chloroform (1:1) vermischt und fiir 2 min bei 20 000 g
zentrifugiert. 600 pl der oberen Phase wurden mit dem gleichen Volumen an Isopropanol
vermischt und die Plasmid-DNA durch Zentrifugation pelletiert. AnschlieBend wurde das

Pellet mit 80 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in Wasser aufgenommen.

4.2.3.2. Klassische Klonierung

Fir klassische Klonierungen wurden die PCR-Produkte zum Teil mit den Kits CloneJet PCR
Cloning (Thermo Scientific/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) oder TOPO TA Cloning
(Lifetechnologies/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) nach Herstellerangaben
zwischenkloniert. Diese PCR-Produkte wurden im pJet oder topo2.1-Vektor sequenziert.
Einzelne PCR-Produkte wurden nach dem Restriktionsverdau direkt in den Zielvektor ligiert.
Der Restriktionsverdau der Zielvektoren und Insertionsfragmente erfolgte in einem
20 pl-Ansatz mit den passenden Restriktionsenzymen und den vom Hersteller empfohlenen
Puffern bei 37°C fur 1 bis 2 h. Anschlielend wurde der Verdau Uber ein Agarosegel
aufgetrennt. Die gewlnschten Fragmente wurden ausgeschnitten und mit Hilfe des Kits
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Fitchburg, USA) aufgereinigt. Die
DNA-Konzentration wurde mittels Nanodrop bestimmt und fir die Ligation wurde ein molares
Verhdltnis von Insert zu Vektor von 3:1 bis 2:1 gewahlt. Der Ligationsansatz bestehend aus
Vektor, Insert, T4 DNA Ligase Buffer und 2,5 U der T4 DNA Ligase wurde fur 3 h bei
Raumtemperatur oder alternativ bei 16°C Uber Nacht inkubiert. AnschlieRend wurden 2 bis

5 ul des Ansatzes in E. coli transformiert.

65



Material und Methoden

Tabelle 10: Uber Restriktionsverdau-generierte Konstrukte

Konstrukt Fragmente Primer Bemerkungen
RUB1,,:His:Strepl:NEDD8 | Pstl-RUB1,,-BamHI pRUB1 fw RUB1pro = 1978 bp vor RUB1 ATG;
pRUBL1 rv Template: gDNA Col-0
BamHI-His:Strepll:NEDD8-Spel | Xhol His-Strepll fw | Kloniert in pTA7002 und
NEDDS8 Spel rv ausgeschnitten mit BamHI + Spel;
enthélt bp 6822-7000 von pTA7002
vor ATG,;

Template: pTA7002-HSN
(Hakenjos et al., 2011)
Spel-rbcS 3A-Notl Xhol His fw poly(A) Sequenz pea rbcS-3A
rbcS-3A rv (Fluhr et al., 1986);

Template: pTA7002-HSN
(Hakenjos et al., 2011)

DCAF1_C Xhol-DCAF1_C-Ncol DCAF1 Xhol fw Fusions-PCR von C1 (DCAF1 Xhol
DCAF1 Ncol rv2 fw + DCAF1_C3 rv) mit C2 (DCAF1_
DCAF1_C3 fw C3 fw + DCAF1 Ncol rv2);
DCAF1_C3rv Template: cDNA Col-0
UB:NEDDS8:His BamHI-RUB1-Xhol BamHI UBQ fw Kodiert fir Aminoséauren 1-152 von
Xhol RUBL1 rv AT1G31340;
Template: cDNA Col-0
NEDD8:UB:His HindlIl1-N8UB-Xhol Hindlll RUB1 fw Fusions-PCR von NEDD8 (Hindlll
N8UB rv RUBL1 fw + N8UB rv) mit UB (N8UB
N8UB fw fw + Xhol UBQ rv);
Xhol UBQ rv AT1G31340 Threonin77 ersetzt durch
Methionin
Template: pET21a-UN
HA:NEDD8 Ndel-HA:NEDD8-EcoRI HANS8 Ndel fw Kodiert fir Aminosauren 77-152 von
HANS8 EcoRlI rv AT1G31340;

Threonin 77 ersetzt durch Methionin;
Template: pTA7002-HSN
(Hakenjos et al., 2011)

DEN1 BamHI-DEN21-Notl DEN1 BamHI fw Template: pPDONR201-DEN1
DENZ1 Notl rv

UCH3 EcoRI-UCH3-Notl UCH3 EcoRI fw Template: cDNA Col-0
UCHS3 Notl rv

4.2.3.3. Klonierung mittels Gateway-Technologie

Gateway-Klonierungen wurden entsprechend der Herstellerangaben mit den Kits Gateway®
BP Clonase™ Enzyme mix und Gateway® LR Clonase™ Enzyme mix
(Lifetechnologies/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) durchgefuhrt. Der Vektor
pDONR201 wurde jeweils fur die Herstellung der entry-Klone genutzt. Fir alle Ansatze
wurde das halbe Reaktionsvolumen verwendet und anschlieRend wurden 1 bis 3 pl des
Ansatzes in E. coli transformiert.

Fir die Herstellung von 35S:DEN1 und 35S:FLAG:DEN1 wurde der entry-Klon
pDONR201-DEN1-STOP  verwendet. Die  Konstrukte  35S:DEN1:YFP:HA  und
35S:FLAG:DEN1K217218R wurden jeweils mit dem entry-Klon pDONR201-DEN1 und
pDONR201-DEN1KR kloniert. Fur das Konstrukt 35S:DCAF1:4MYC wurde der entry-Klon
pDONR201-DCAF1 verwendet.
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Tabelle 11: Entry-Klone

Konstrukt Primer Bemerkungen
pDONR201-DEN1-STOP GTW_DENL1 fw AT5G60190 CDS
GTW_DEN1 rv Template: cDNA Col-0
pDONR201-DEN1 GTW_DENL1 fw AT5G60190 CDS; Mutation STOP zu Alanin
GTW_DEN1 rv2 Template: cDNA Col-0
pDONR201-DEN1KR GTW_DENL1 fw nested PCR;
DEN1 K217218R rv Mutation K217 und K218 zu R
GTW_DENI1 rv Template: pPDONR201-DEN1-STOP
pDONR201-DCAF1 GTW DCAF1 fw Fusions-PCR von A (GTW DCAF1 fw + DCAF1
DCAF1 Xhol-L rv Xhol-L rv) mit B (DCAF1 Ncol-L fw + GTW DCAF1
DCAF1 Ncol-L fw rv); Template: cDNA Col-0
GTW DCAF1 rv Insertion von C in pDONR201-DCAF1_AB mittels
Restriktionsverdau

4.2.3.4. Isolierung genomischer DNA aus Pflanzen

Um genomische DNA aus Arabidopsis aufzureinigen, wurde ein Keimling oder ein Teil eines
Rosettenblattes in einem 1,5 ml Eppendorf-Tube gemdrsert und 300 pl Extraktionspuffer
(200 mM Tris-HCI pH7,5; 250 mM NacCl; 25 mM EDTA pH 8,0; 0,5 % SDS) zugegeben. Nach
20 min Inkubation bei 65°C wurden die Proben fir 10 min bei 20 000 g zentrifugiert. 200 pl
des Extrakts wurden mit dem gleichen Volumen an Isopropanol versetzt, gevortext und fur
15 min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet
und in reinem Wasser aufgenommen.

Fur grindlichere DNA-Aufreinigungen wurde das oben beschriebene Protokoll durch
einen zusatzlichen Schritt ergédnzt: Nach dem ersten Zentrifugationsschritt wurden 250 pul des
Extraktes mit 250 pl Phenol/Chloroform (1:1) versetzt und grundlich vermischt. Die Proben
wurden 1 min bei 20 000 g zentrifugiert und daraufhin 200 pl der oberen wassrigen Phase

mit 200 ul Isopropanol versetzt.

4.2.3.5. RNA-Extraktion aus Pflanzen

Fur die Isolierung von RNA aus Arabidopsis wurde das Kit NucleoSpin RNA (Macherey-
Nagel) gemaR den Herstellerangaben verwendet. Als Ausgangsmaterial dienten 100 mg 7 d
alte Keimlinge. Die Konzentration und Reinheit der gewonnenen RNA wurde mittels
Nanodrop gemessen. Zusatzlich wurde die Qualitat der RNA mit Hilfe eines RNA-
Agarosegels tberprift. Dazu wurden 1 bis 2 pl der isolierter RNA das dreifachen Volumen an
Probenpuffer (400 pl Formamid; 140 pl Formaldehyd (37%); 80 pl 10x MEN-Puffer (200 mM
MOPS; 50 mM Natriumacetat; 10 mM EDTA; mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt)) und 1,5 pl
Ethidiumbromid (10 mg/ml) zugesetzt und der Ansatz fir 5 min bei 65°C inkubiert.
AnschlieRend wurde 5x Ladepuffer (10 mM Tris-HCI pH 7,6; 0,15 % Orange G; 60 %
Glycerin; 60 mM EDTA pH 8,0) zugegeben und die RNA Uber ein FA-Agarosegel (1,5 %
Agarose in MEN-Puffer, 0,74 % Formaldehyd) aufgetrennt. Als Laufpuffer diente 1x MEN.
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4.2.3.6. cDNA-Synthese

Fir die Synthese von cDNA wurden 1 pg RNA in einem 10 pl-Ansatz mit 2 mM Oligo-dT

Primern (Sequenz: TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN, T= Thymin, V= Adenin, Cytosin oder
Guanin, N= Adenin, Cytosin, Guanin oder Thymin) fir 10 min bei 65°C inkubiert und dann
schnell auf Eis geklhlt. Nach Zugabe von 5x Reaktionspuffer, dNTPs (250 uM dATP,
250 yM dCTP, 250 uM dGTP, 250 puM dTTP) und 40 U M-MuLV Reverse Transcriptase
wurde der Reaktionsansatz fur 72 min bei 42°C inkubiert. AnschlieRend wurde die Reaktion

fur 10 min bei 65°C gestoppt und der Ansatz mit 30 pl reinem Wasser verdinnt.

4.2.3.7. PCR Bedingungen

Far die Amplifizierung von DNA-Sequenzen fur Sequenzierungen, die direkte Klonierung von
Insertionsfragmenten oder die Zwischenklonierung von Fragmenten in pJet wurde die
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase verwendet. Ein 20 pl-Ansatz enthielt 1 U Phusion
High-Fidelity DNA Polymerase, Phusion HF Buffer, dNTPs (50 uM dATP, 50 uM dCTP,
50 uM dGTP, 50 uM dTTP), je 0,5 mM der Primer und entweder 5 ul genomische DNA, 2 ul
cDNA oder circa 500 ng Plasmid-DNA als Template. Die PCR-Reaktion hatte folgenden
Ablauf: 98°C, 30 s — 25x (98°C, 10 s — mittlere Schmelztemperatur (Ty) der Primer, 30s —
72°C, 30s pro kb) - 72°C, 5 min.

Die Amplifizierung von DNA-Sequenzen fir die Zwischenklonierung tber das TOPO
TA Cloning Kit erfolgte mit dem Expand High Fidelity PCR System entsprechend der
Herstellerangaben. Ein 50 pl-Ansatz enthielt als Template 500 ng Plasmid-DNA, 2,6 U
Expand High Fidelity Enzyme mix, Expand High Fidelity Buffer, dNTPs (50 uM dATP, 50 uM
dCTP, 50 pM dGTP, 50 uM dTTP) und je 150 uM Primer. Die PCR-Reaktion hatte folgenden
Ablauf: 72°C, 2 min - 94°C, 2 min — 30x (94°C, 15 s — mittlere Schmelztemperatur (Ty) der
Primer, 30s — 72°C, 45s bis 2 min) - 72°C, 7 min.

Fur Genotypisierungen und analytische PCR-Reaktionen wurde eine im Labor
hergestellte Tag-Polymerase benutzt. Ein 25 pl Ansatz enthielt 0,2 pl Tag-Polymerase, PCR-
Puffer (20 mM Tris-HCI pH8,4; 50 mM KCI, 2,5 mM MgCl,), dNTPs (50 uM dATP, 50 uM
dCTP, 50 pM dGTP, 50 pM dTTP), je 0,5 mM Primer und als Template entweder 5 pl
genomische DNA, 1 pl cDNA oder circa 500 ng Plasmid-DNA. Die PCR-Reaktion hatte
folgenden Ablauf: 94°C, 3 min — 30x (94°C, 1 min — mittlere Schmelztemperatur (T,) der
Primer, 1 min — 72°C, 1min pro kb) - 72°C, 4 min. Die Schmelztemperatur der Primer wurde
Uber folgende Formel berechnet: Ty = (GC-Gehalt [%]*0,41) - (650/Primerlange [bp]) + 69,3.

Zur Einfihrung der Punktmutation Cysteinl66 zu Alanin166 in DEN1 wurde eine
Plasmidmutagenese von pGEX-DENL1 durchgefihrt. Dazu wurde das gesamte Plasmid mit
den Primern DEN1CA fw und DEN1CA rv mit Hilfe der Phusion High Fidelity DNA
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Polymerase amplifiziert [Fisher and Pei, 1997]. Daraufhin wurden 20 pul des
Reaktionsansatzes fir 1 h mit 10 U Dpnl bei 37°C inkubiert. Der linearisierte Vektor wurde
anschlieRend mit dem Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System aufgereinigt und in

E. coli transformiert.

4.2.4. Biochemische Methoden

4.2.4.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde wie in Laemmli [1970]
beschrieben mit Mini Protean Il Zellen (Bio-Rad) durchgefiihrt. Fir die Herstellung der
5 %igen Sammelgele und 10-15 %igen Trenngele wurde Acrylamid/Bisacrylamid im

Verhéltnis 29:1 eingesetzt.

4.2.4.2. Coomassie- und Silberfarbung

SDS-Gele wurden bei Raumtemperatur fur 1 h mit Coomassie-Farbeldsung (0,25 % [w/V]
Coomassie R-250; 50 % Ethanol; 10 % Essigsaure) auf einem Schuittler inkubiert. Fir die
Entfarbung wurde Entfarbungslésung (43 % Ethanol; 7 % Essigséure) verwendet. Die
Losung wurde mehrfach gewechselt und das Gel anschliel3end in Wasser aufbewahrt.

Die fur die Silberfarbung verwendete Methode basiert auf einem publizierten Protokoll
[Sammons, 1981]. Ein SDS-Gel wurden fir mindestens 1 h in Fixierlosung (40 % [v/V]
Ethanol; 7 % [v/v] Essigséaure) fixiert und anschlie3end fir 30 min in Sensitivierungslosung
(30 % [v/v] Ethanol; 12 mM Natriumthiosulfat; 0,8 M Natriumacetat; 0,5 % Glutaraldehyd)
inkubiert. Nach drei finfminltigen Waschschritten mit Wasser wurde Silberlésung (6 mM
Silbernitrat; 6 pl Formaldehyd (37%)) fur 20 min hinzugegeben. Das Gel wurde dann erneut
fur 10 s mit Wasser gewaschen und mit Entwicklerlésung (270 mM Natriumcarbonat, 3 pl
Formaldehyd (37 %)) gefarbt bis die gewlinschte Bandenintensitét erreicht war. Daraufhin
wurde die Reaktion mit Stopplésung (40 mM EDTA) beendet und das Gel anschlieRend in
Wasser aufbewabhrt.

4.2.4.3. Western-Blot

Proteine aus SDS-Gelen wurden mittels eines Semidry-Blotters auf Nitrocellulosemembran
(Hybond ECL™, GE Healthcare) tibertragen. Fir den Transfer wurde Semidry-Puffer (25 mM
Tris; 192 mM Glycin; 20 % Methanol; 1,3 mM SDS; mit NaOH auf pH 8,3 eingestellt)
verwendet.

Fur die Entwicklung Uber das Peroxidasesystem wurde die Membran fir 30 min mit
5 % Magermilchpulver in PBS-T (PBS mit 0,1 % Tween-20) geblockt. Die Inkubation mit dem

priméren Antikdrper erfolgte fir 2 h bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C in PBS-T
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mit 5 % Magermilchpulver. Die Membran wurde zweimal fir 10 min in PBS-T und einmal
10 min in PBS gewaschen und mit dem sekundaren Antikorper fur 2 h bei Raumtemperatur
oder 4 h bei 4°C in PBS-T mit 5 % Magermilchpulver inkubiert. AnschlieRend wurde die
Membran erneut gewaschen und die Peroxidaseaktivitat mit Hilfe des Super Signal West
Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific) unter dem Luminescent Image
Analyzer LAS-4000 mini series (Fujifilm) detektiert.

Das alkalische Phosphatase-System wurde fir die Entwicklung der Cullin-Western-
Blots verwendet. Hier wurde die Membran mit Caseinpuffer (0,2 % [w/v] Casein; 0,1 %
Tween-20; 50 mM Tris-HCI; 150 mM NaCl; 1 mM MgCl,) geblockt und die primaren und
sekundéaren Antikdrper ebenfalls in Caseinpuffer gelost. Die Detektion erfolgt durch die
Zugabe von 550 uM 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (BCIP) und 400 pM Nitroblau
Tetrazoliumchlorid (NBT) in AP-Puffer (100 mM Tris-HCI pH 9,5; 100 mM NaCl; 5 mM
MgCl,).

4.2.4.4. Proteinextraktion aus Pflanzen

Far die Proteinextraktion aus Pflanzen wurden Keimlinge in flussigem Stickstoff
schockgefroren und anschlieRend in Proteinextraktionspuffer (50 mM Tris-HCIl pH 7,4,
150 mM NaCl; 0,5 % Triton X-100; cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (PIC); 5
KM N-Ethylmaleinimid (NEM)) auf Eis homogenisiert. Das Verhaltnis von Extraktionspuffer
[K] zu Pflanzenmaterial [mg] betrug 1,5. Die Extrakte wurde fir 10 min bei 4°C und 16 000 g
zentrifugiert um die unléslichen Bestandteile zu entfernen Die Quantifizierung des
Proteingehaltes in den Extrakten erfolgte mittels der Bradford-Methode [Bradford, 1976].
Anschlieend wurden die Proteinextrakte im Verhdltnis 1:4 mit 5x Laemmli (250 mM Tris-HCI
pH 6,8; 10 % SDS; 50 % Glycerin; 0,5 % Bromophenolblau; 3,5 % B-Mercaptoethanol)
versetzt und fur 5 min bei 95°C erhitzt. Fur die SDS-Gel Analyse unter nichtreduzierenden
Bedingungen wurden die Proben mit 5x Laemmli Puffer ohne B-Mercaptoethanol versetzt
und fur 5 min bei 45°C erhitzt.

4.2.4.5. Proteinaufreinigung aus Pflanzen

4.2.4.5.1. FLAG-Immunoprazipitation

Keimlinge wurden in der 1,5-fachen Menge [ul/mg] an Puffer A (50 mM Tris-HCI pH 7,4;
100 mM NacCl; 10 % Glycerin) mit 0,4 % Triton, PIC und 5 uM NEM auf Eis homogenisiert
und die Extrakte anschlieRend fir 10 bis 30 min bei 30 000 g und 4°C zentrifugiert. aFLAG®
M2 Affinity Gel wurde im Verhdltnis 1:100 (Agarose [pl]/Proteinkonzentration [ug]) zu dem
Proteinextrakt hinzugefugt und fur 90 min bei 4°C rotierend inkubiert. Die aFLAG Agarose
wurde zuvor zweimal in Puffer A gewaschen. Nach der Inkubation wurde die Agarose durch

kurzes Zentrifugieren pelletiert und dreimal mit Puffer A gewaschen. Daraufhin wurde die
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Agarose auf Mini Bio Spin™-Séaulen (Bio-Rad) tberfiihrt und mit 50 pl 1x Laemmli fir 5 min
bei 50°C erhitzt. AnschlieRend wurden die Proteine durch Zentrifugation eluiert.

Bei den Proben fur die massenspektrometrische Analyse wurde ein Preclearing-
Schritt des Proteinextraktes mit Protein A/G-Agarose (Santa Cruz) durchgefihrt. Die Elution
der FLAG-getaggten Proteine erfolgte hier durch die Inkubation der Agarose mit 3XxFLAG-
Peptid (100 pg/ml in Puffer A) fur 10 min bei Raumtemperatur und anschlieRender

Zentrifugation

4.2.4.5.2. Streptavidin/Biotin-System

Zur Proteinaufreinigung tber den Strepll-Tag wurden 10 g RHSN-Keimlinge in 12 ml Strep-
Extraktionspuffer (100 mM Tris-HCI pH 8,0; 5 mM EDTA pH 8,0; 150 mM NacCl; 0,5 % Triton
X-100; 10 mM Dithiothreitol (DTT); 5 mM NEM; 100 mg/ml Avidin; PIC) homogenisiert. Nach
einer Zentrifugation bei 16 000 g und 4°C fur 20 min wurden die Extrakte durch ein
Nylongewebe gefiltert und bei 4°C auf eine 1 ml Strep-Tactin Affinitdtssiule aufgetragen. Die
Séule wurde finfmal mit eiskaltem Waschpuffer mit Triton X-100 (100 mM Tris-HCI pH 8,0;
2,5 mM EDTA pH 8,0; 150 mM NaCl; 2 mM DTT,; 0,5% Triton X-100) gewaschen und
anschlieRend in Raumtemperatur Uberfiihrt. Nach finfmal waschen mit Waschpuffer ohne
Triton X-100 wurden die Proteine mit Elutionspuffer (100 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM Nacl,
2 mM DTT und 10 mM Desthiobiotin) von der Séaule eluiert. Die Halfte des Eluats wurde mit
Hilfe von Vivaspin500 Saulen (10 000 MWCO; Sartorius, Goéttingen, Deutschland) auf 10 %
des Ausgangsvolumens reduziert, im Verhéaltnis 1:4 mit 5x Laemmli versetzt und flr 5 min
bei 95°C erhitzt. Die andere Halfte des Eluats wurde mit His-Extraktionspuffer (100 mM
Na,HPO,4; 10 mM Tris-HCI pH 7,5; 300 mM NaCl; 10 mM Na,S,0s; 7 M Guanidin-HCI) auf
ein Volumen von 5 ml gebracht und die Proteine mittels IMAC (Ni**) weiter aufgereinigt

(siehe unten).

4.2.4.5.3. Immobilisierte-Metallionen-Affinitatschromatographie (IMAC)

Keimlinge wurden in der 1,5-fachen Menge [pl/mg] an His-Extraktionspuffer homogenisiert
und die Extrakte anschlieRend fiir 10 min bei 16 000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein neues Eppendorf-Tube Uberfihrt und mit 10 mM Imidazol versetzt. Die Ni Sepharose
High Performance oder das Co Talon Metal Affinity Resin wurden zweimal in His-
Extraktionspuffer gewaschen und anschlieRend zum Proteinextrakt zugegeben. Dabei
wurden jeweils 100 ul IMAC-Matrix pro 1 g Ausgangsmaterial verwendet. Die Inkubation
erfolgte rotierend bei 4°C fir 5 bis 16 h. Danach wurde die IMAC-Matrix durch Zentrifugation
bei 4°C und 1000 g fur 5 min pelletiert und anschlieRend zweimal mit Waschpuffer 1
(100 mM Na,HPO,; 10 mM Tris-HCI pH 7,5; 300 mM NaCl; 0,25 % Triton X-100; 6 M
Guanidin-HCI) und zweimal mit Waschpuffer 2 (100 mM Na,HPO,; 10 mM Tris-HCI pH 7,5;
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300 mM NacCl; 8 M Harnstoff) gewaschen. Die Proben wurden mit His-Elutionspuffer
(100 mM NayHPO,; 10 mM Tris-HCI pH 7,5; 300 mM Imidazol; 6 M Harnstoff) fir 30 min bei
Raumtemperatur rotierend inkubiert. Anschlie@end wurde die IMAC-Matrix durch
Zentrifugation pelletiert und der Uberstand als Eluat abgenommen, im Verhaltnis 1:4 mit

5x Laemmli versetzt und fir 5 min bei 95°C erhitzt.

4.2.4.6. Proteinexpression in Bakterien

Fur die Expression von Proteinen in rosetta Zellen wurden 10 ml LB mit Antibiotika mit einer
Einzelkolonie angeimpft und Uber Nacht bei 37°C im Schuttelinkubator inkubiert. Am
nachsten Tag wurden 500 ml LB mit Antibiotika mit 5 ml der Vorkultur Gberimpft und die
Zellen fur 3 bis 5 h bei 37°C angezogen. Nach der Zugabe von 0,5 mM Isopropyl-B-D-
Thiogalactopyranosid (IPTG) wurden die Zellen in 18°C Uberfihrt und Uber Nacht im
Schuttelinkubator inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 7000 g fir 10 min
geerntet und umgehend weiterverarbeitet oder in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80°C aufbewahrt.

4.2.4.7. Proteinaufreinigung aus Bakterien

Die Zellen wurden einmal in PBS (139 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 12,5 mM Na,HPO,, 1,8 mM
KH,PO,) gewaschen. AnschlieBend wurden die Pellets fur die Konstrukte GST-DEN1, GST-
DEN1C166A, GST-UCH3, UB:NEDDS8:His und NEDDS8:UB:His in 20 bis 40 ml PBS-
Lysepuffer (PBS mit 0,5 % Triton X-100 und PIC) resuspendiert und zweimal fir 15 min auf
Eis sonifiziert (5x 10 Zyklen, 20 % Leistung). Fur die Aufreinigung funktioneller
Cysteinproteasen UCH3, DEN1 und DEN1C166A wurde auf den Zusatz von
Proteaseinhibitoren im Lysepuffer verzichtet. Nach der Sonifizierung wurde nochmals 0,5 %
Triton zugegeben und die Suspension fir 15 min bei 4°C gekdhlt. Fir die Konstrukte
GST:ECR1, His:AXR1 und His:HA:NEDD8 wurde TBS (50 mM Tris-HCI pH 7,4; 150 mM
NacCl; 10 % Glycerin) mit 0,5 % Tween 20 und PIC als Lysepuffer verwendet.

Durch eine Zentrifugation fir 10 min bei 8000 g und 4°C wurden die unldslichen
Bestandteile entfernt und der Uberstand mit der entsprechenden Aufreinigungsmatrix
inkubiert. Nach der Aufreinigung wurden die eluierten Proteine uUber SDS-PAGE und
anschlieende Coomassie-Farbung auf ihre Reinheit getestet und die Proteinkonzentration

mittels Nandrop-Messung bestimmt.

4.2.4.7.1. Immobilisierte-Metallionen-Affinitatschromatographie (IMAC)
Fir die Aufreinigung von His-getaggten Proteinen wurde Ni Sepharose High Performance
oder das Co Talon Metal Affinity Resin zweimal mit PBS oder TBS gewaschen und zu den

Bakterienlysaten zugegeben. Dabei wurden je 12 pl der IMAC-Matrizes pro 100 ml

72



Material und Methoden

Bakterienkultur verwendet. Die Extrakte wurden bei 4°C fur 2 bis 4 h rotierend inkubiert. Die
IMAC-Matrix wurde durch Zentrifugation bei 4°C und 1500 g pelletiert und zweimal mit PBS
mit 0,1 % Triton X-100 (UB:NEDDS8:His, NEDD8:UB:His) oder TBS mit 0,25 % Tween 20
(His:AXR1, His:HA:NEDDS8) gewaschen. Danach folgten zwei Waschschritte mit PBS
beziehungsweise TBS mit je 50 mM Imidazol. Die Elution der Proteine erfolgte durch die
rotierende Inkubation der IMAC-Matrizes mit PBS oder TBS mit je 150 mM Imidazol fur

30 min bei Raumtemperatur.

4.2.4.7.2.  Glutathion-S-Transferase

Fur die Aufreinigung GST-getaggter Proteine wurde Glutathion Sepharose 4B zweimal mit
PBS oder TBS gewaschen und im Verhéltnis 1:5 (20 ul Sepharose/100 ml Bakterienkultur)
zu dem Lysat zugegeben. Die Extrakte wurden bei 4°C flrr 2 bis 4 h rotierend inkubiert und
die Sepharose anschliel3end durch Zentrifugation bei 4°C und 1500 g fur 10 min pelletiert.
Nach aufeinanderfolgenden Waschschritten mit PBS 0,2 % Triton X-100, PBS 0,1 % Triton
X-100 und PBS beziehungsweise TBS 0,5 % Triton X-100 und TBS wurde die Sepharose in
Mini Bio Spin™ Uberfuhrt. Die Elution von GST:ECR1 erfolgte durch die Inkubation mit
25 mM reduziertem Glutathion in TBS bei 4°C fur 16 h. Fiur die Konstrukte GST-UCH3, GST-
DEN1 und GST-DEN1C166A wurde die Sepharose tber Nacht bei 4°C mit 2U Prescission
Protease in PBS rotierend inkubiert und die vom GST-Tag abgespaltenen Proteine

anschlief3end durch Zentrifugation eluiert.

4.2.4.8. Gel-Permeations-Chromatographie

Fur die Auftrennung nativer Proteinkomplexe nach ihrer Gréfze wurden Proteine mit Puffer A
(inklusive PIC, 5 uM NEM) aus 7 d alten Keimlingen extrahiert. Der Extrakt wurde mit Puffer
A auf eine Proteinkonzentration von 4 mg/ml verdinnt und Aggregate mit einem Filter (@
0,45 um) entfernt. Anschlie3end wurden 2 mg Gesamtprotein auf eine Superose 6 HR S&ule
(GE Healthcare Europe, Freiburg, Deutschland) geladen. Nach dem Leervolumen von 8 ml
wurden 25 Fraktionen von je 500 pl aufgefangen, im Verhaltnis 1:4 mit 5x Laemmli versetzt
und fur 5 min bei 95°C erhitzt. Je 20 pl der Einzelfraktionen wurden Uber ein SDS-Gel

aufgetrennt.

4.2.4.9. Massenspektrometrie

Aufgereinigte Proben fir RHSN und 35S:FLAG:DEN1 wurden von Stephanie Heinzlmeir
(Lehrstuhl fur Proteomik und Bioanalytik, Prof. Dr. Bernhard Kister, TU Mlnchen) wie in

Mergner et al. [2015] beschrieben prozessiert und massenspektrometrisch analysiert.
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4.2.4.10. Enzymbestimmungen

4.2.4.10.1. AMC-Assay

7-Amino-4-Methylcoumarin (AMC) ist ein haufig benutzter Fluorophor, dessen Fluoreszenz
durch die Kopplung an Substrate unterbunden werden kann. Durch die enzymatische
Spaltung der AMC-Substratbindung wird ein Fluoreszensignal generiert, das fir die Messung
der Enzymaktivitdt genutzt wird. Ein 300 pl Reaktionsansatz mit 250 nM der Substrate UB-
AMC beziehungsweise NEDD8-AMC, 50 nM Enzym und dem Reaktionspuffer (50 mM Tris-
HCIl pH 7,5; 150 mM NaCl; 2 mM DTT) wurde bei 4°C als Triplikat (100 pl) in eine schwarze
Mikrotiterplatte pipettiert. Nach 10 min wurde die Substratfluoreszenz (Anregung 360 nm,

Emission 460 nm) gemessen.

4.2.4.10.2. Prozessierung und Dekonjugation

Fur die Untersuchung der Prozessierungsaktivitat wurden 0,2 pug UB:NEDDS8:His oder
NEDDS8:UB:His in einem 25 pl-Ansatz mit 0,2 ug der aufgereinigten Enzyme fir 60 min bei
20°C in 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl und 10 mM DTT inkubiert.

Zur Bestimmung der Aktivitdt von UCH3 und DEN1 als Deneddylase oder
Deubiquitinase wurden in einem 20 pl-Ansatz Proteinextrakte (50 mM Tris-HCIl pH 8,0;
100 mM NaCl; 1 mM EDTA pH 8,0; 5 % Glycerin) von 7 d alten DEX-induzierten HSN oder
HSUB-Keimlingen mit einem Gesamtproteingehalt von 15 pg (HSN) oder 60 pg (HSUB) mit
je 0,5 ug aufgereinigtem Enzym fir 30 min bei 20°C inkubiert.

Die Reaktionen wurden durch die Zugabe von 5x Laemmli im Verhéltnis 1:4 gestoppt
und die Proben fur 5 min bei 95°C erhitzt. Je 10 pl der Proben wurden tber SDS-PAGE
aufgetrennt und entweder mit Coomassie-Brilliant Blue gefarbt oder mit einem aHA-Western-

Blot analysiert.

4.2.4.10.3. Thioester-Reaktion

Der Nachweis von Thioester-Produkten erfolgte mit je 1 pg der aufgereinigten Proteine in
einem 20 pl-Ansatz mit 50 mM ATP, 0,1 mM DTT und 10 mM MgClI, in TBS fir 50 min bei
23°C und 300 rpm. Der Reaktionsansatz wurde geteilt und zu 4 % SDS, 10 % Glycerin,
0,01 % Bromphenolblau in insgesamt 25 pl gebracht. Die eine Hélfte des Reaktionsansatzes
wurde zudem mit 100 mM DTT versetzt. Die Proben wurden fir 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieend fir 5 min bei 45°C erhitzt. Fur den Nachweis mittels aHA-

Western-Blot wurden jeweils 15 pl mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
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4.2.5. Zellbiologische Methoden

4.2.5.1. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Fir mikroskopische Aufnahmen wurde das konfokale Laser-Scanning-Mikroskop
FV100/IX81 mit dem Objektiv UPLSAPA (60x) von Olympus verwendet.

4.2.5.2. Subzellulare Fraktionierung

Die fur die subzellulare Fraktionierung in eine Cytoplasma- und eine Zellkern-Fraktion
verwendete Methode basiert auf dem Protokoll von Folta and Kaufman [2006]. 14 d alte
Keimlinge wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und mit einer Rasierklinge bei 4°C
zerkleinert. Nach der Zugabe von Extraktionspuffer wurde die Suspension durch CellTrics™
(20 um; Partec) gefiltert. Ein Teil der Suspension wurde fir den Nachweis des
Gesamtproteins (T) abgenommen. Nach der Gradientenzentrifugation mit Percoll wurde ein
Teil der oberen Phase als Cytoplasmafraktion (CF) abgenommen. Die Proben fur T und CF
wurden im Verhaltnis 1:4 mit 5x Laemmli versetzt und fir 5 min bei 95°C erhitzt. Die
Zellkerne wurden nach dem Waschen in 1x Laemmli resuspendiert und fir 5 min bei 95°C

erhitzt.

4.2.6. Sequenzanalysen und Alignments

Zur Planung von Klonierungen und fir die Analyse von Sequenzierungsdaten wurde die
Software geneious Version R7 (Biomatters, Auckland, Neuseeland) genutzt. Protein-
Alignments wurden mit der Software MEGAS [Tamura et al., 2011] unter Verwendung des
Clustal W Algorithmus (Standard Einstellungen; Gap opening penalty 10; Gap extension
penalty 0,2; score matrix BLOSUM) erstellt.

Die Sequenzen von DEN1 homologen Proteinen wurden der Datenbank GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) entnommen. Die Zugangsnummern der verwendeten
Proteine sind: DEN1 (At) AT5G60190; NEDP1 (Hs) NP_001165582; Denl (Dm) NP_610763;
Nepl (Sp) CAA16851; Nep2 (Sp) CAC37492 und DenA (An) An10456.
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Tabelle 1: Liste der mittels Massenspektrometrie identifizierten Proteine nach FLAG-IP von
DENL1.

AGI Code Name Genbeschreibung Peptid Confidence  Spectral counts Raw abundance
score
. log(2)
WT DEN1 IP WT DEN1 IP Quotient Quotient
NEDD8-Weg
At2935635 RUB2 Related to ubiquitin 2 6 284.15 12 33 1.3E+05 3.2E+06 23.6 4.6
At5960190 NEDP1  NEDDS8-specific protease 1 20 1043.08 7 71 2.4E+05 5.5E+07 229.0 7.8
Ubiquitin-Proteasom-System
At4g31160 DCAF1 DDBI1- and CUL4-associated factor 1 14.68 0 3 0 3.0E+04 - -
homolog 1
Signaltransduktion und Genregulation
At2g32370 HDG3 Homeobox-leucine zipper protein 1 15.27 0 3 2.7E+02 1.5E+04 53.6 5.7
At5g10450 GRF6 14-3-3-like protein GF14 lambda 1 125.77 1 2 1.8E+03 1.2E+04 6.9 2.8
Proteasen
At5g42270 FTSH5  ATP-dependent zinc metalloprotease 3 420.18 1 7 1.3E+04 5.5E+04 4.3 2.1
FTSH5
Metabolische Enzyme
At2g38380 PER22  Peroxidase 22 2 80.4 0 4 1.9E+03 2.1E+04 11.0 35
At3g27740 CARA Carbamoyl-phophate synthase small 4 120.29 5 7 3.0E+04 1.4E+05 4.7 2.2
chain
At4g39330 CAD9 Probable cinnamyl alcohol 1 48.53 0 2 2.8E+03 1.3E+04 45 2.2
dehydrogenase 9
At4g33500 PP2C62 Probable protein phosphatase 2C 62 1 17.22 0 3 1.2E+02 3.6E+04 295.3 8.2
At5966190 LFNR1 Ferredoxin-NADP reductase, leaf 1 13.28 0 1 9.6E+02 2.2E+04 23.1 4.5
isozyme 1
AtCg00710 psbH Photosystem Il reaction center protein H 1 35.81 0 3 4.8E+03 2.0E+04 4.1 2.0

Tabelle 2: Liste der mittels Massenspektrometrie identifizierten Proteine nach
His:Strepll:NEDD8-Aufreinigung.

Strepll
Affinitatsaufreinigung
Confidence
ACI Code Name Genbeschreibung Peptide score Spectral counts Raw abundance
log(2)
Strepll Strepll Quotient Quotient
WT RHSN WT RHSN Strepll Strepll
NEDDS8-Weg
At1g05180 AXR1 NEDD8-activating enzyme E1 5 139.85 0 20 56 251027 4509.6 12.1
regulatory subunit
At4g36800 RCE1 NEDDB8-conjugating enzyme Ubc12 3 69.77 0 7 761 149195  196.1 7.6
At5g19180 ECR1 NEDDB8-activating enzyme E1 catalytic 3 63.23 0 12 65 207141 3192.4 11.6
subunit
Ubiquitin-Proteasom-System
At4g02570 CuL1 Cullin-1 4 75.05 0 11 232 54209 234.1 7.9
Translation
At2g37190 RPL12A  60S ribosomal protein L12-1 1 18.07 1 2 2971 4643 1.6 0.6
At2g40010 RPPOA 60S acidic ribosomal protein PO-1 2 34.22 6 6 41659 54317 1.3 0.4
At3g05590 RPL18 60S ribosomal protein L18-2 1 18.24 0 3 4259 9750 2.3 1.2
At3g11510 RPS14B  40S ribosomal protein S14-2 1 17.63 2 3 2546 7258 29 15
Genregulation
At1g07660 H4 Histone H4 2 32.27 4 0 27393 2249 0.1 -3.6
Metabolische Enzyme
At1g04410 MDH1 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1 1 16.56 0 4 409 10972 26.9 4.7
At1g36160 ACC1 Acetyl-CoA carboxylase 1 9 175.62 22 30 63744 139044 2.2 1.1
At1g67090 RBCS- Ribulose bisphosphate carboxylase small 1 15.79 3 4 11445 8460 0.7 -0.4
1A chain 1A
At2938230 PDX11 Pyridoxal biosynthesis protein PDX1.1 1 14.95 0 3 55 6575 119.3 6.9
At5g16390 BCCP1  Biotin carboxyl carrier protein of acetyl- 2 32.58 4 4 36049 52208 14 0.5
CoA carboxylase 1
At5g35360 CAC2 Biotin carboxylase 1 16.79 0 2 5085 9547 1.9 0.9
At5g54770 THI1 Thiamine thiazole synthase 12 256.38 42 45 772663 1370819 1.8 0.8
At5g55070 Dihydrolipoyllysine-residue 1 16.31 2 3 5283 13032 25 1.3
succinyltransferase component of 2-
oxoglutarate dehydrogenase complex 1
AtCg00490 rbcL Ribulose bisphosphate carboxylase large 1 16.88 3 3 10004 12413 12 0.3

chain
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Ni-NTA Affinitatsaufreinigung

Confidence
ACI Code Name Genbeschreibung Peptide score Spectral counts Raw abundance
’ . loa(2)
His His Quotient Quotient
wT RHSN wT RHSN  His His
NEDDS8-Weg
At1g05180 AXR1 NEDD8-activating enzyme E1 5 139.85 0 0 18 20053 11345 10.1
regulatory subunit
At4g36800 RCE1 NEDDB8-conjugating enzyme Ubc12 3 69.77 0 7 106 174296  1639.0 10.7
At5g19180 ECR1 NEDDB8-activating enzyme E1 catalytic 3 63.23 0 0 7 1499 19.3 4.3
subunit
Ubiquitin-Proteasom-System
At4g02570 CuL1 Cullin-1 4 75.05 0 5 27 13708 511.6 9.0
Translation
At2g37190 RPL12A  60S ribosomal protein L12-1 1 18.07 0 0 0 31 - -
At2g40010 RPPOA  60S acidic ribosomal protein PO-1 2 34.22 0 0 712 994 14 0.5
At3g05590 RPL18 60S ribosomal protein L18-2 1 18.24 0 0 469 272 0.6 -0.8
At3g11510 RPS14B  40S ribosomal protein S14-2 1 17.63 0 0 30 33 11 0.1
Genregulation
Atlg07660 H4 Histone H4 2 32.27 0 0 379 33 0.1 -35
Metabolische Enzyme
At1g04410 MDH1 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1 1 16.56 0 0 0 968 - -
At1g36160 ACC1 Acetyl-CoA carboxylase 1 9 175.62 0 0 313 499 16 0.7
At5916390 BCCP1 Biotin carboxyl carrier protein of 2 32.58 0 0 0 194 - -
acetyl-CoA carboxylase 1
At5g54770 THI1 Thiamine thiazole synthase 12 256.38 0 0 25610 17129 0.7 -0.6
AtCg00490 rbcL Ribulose bisphosphate carboxylase large 1 16.88 0 0 130 0 0.0 -
chain
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NEDDS, in plants and yeasts also known as RELATED TO UBIQUITIN (RUB), is an
evolutionarily conserved 76 amino acid protein highly related to ubiquitin. Like ubiquitin,
NEDDS can be conjugated to and deconjugated from target proteins, but unlike ubiquitin,
NEDDS8 has not been reported to form chains similar to the different polymeric ubiquitin
chains that have a role in a diverse set of cellular processes. NEDD8-modification is
best known as a post-translational modification of the cullin subunits of cullin-RING E3
ubiquitin ligases. In this context, structural analyses have revealed that neddylation induces
a conformation change of the cullin that brings the ubiquitylation substrates into proximity
of the interacting E2 conjugating enzyme. In turn, NEDDS8 deconjugation destabilizes the
cullin RING ligase complex allowing for the exchange of substrate recognition subunits via
the exchange factor CAND1. In plants, components of the neddylation and deneddylation
pathway were identified based on mutants with defects in auxin and light responses
and the characterization of these mutants has been instrumental for the elucidation of
the neddylation pathway. More recently, there has been evidence from animal and plant
systems that NEDDS8 conjugation may also regulate the behavior or fate of non-cullin
substrates in a number of ways. Here, the current knowledge on NEDDS8 processing,
conjugation and deconjugation is presented, where applicable, in the context of specific
signaling pathways from plants.

Keywords: CAND1, COP9 signalosome (CSN), cullin, E3 ubiquitin ligase, F-BOX PROTEIN (FBP), NEDD8, RELATED

TO UBIQUITIN (RUB), ubiquitin

NEDD8 IS AN EVOLUTIONARILY CONSERVED REGULATOR
NEDDS (neural precursor cell expressed, developmentally down-
regulated8), in plants and yeasts also known as RELATED TO
UBIQUITIN (RUB, hitherto referred to as NEDD8), is a 76 amino
acid protein that was originally identified as a highly expressed
gene from embryonic mouse brains (Kumar et al., 1993). Amongst
all ubiquitin-like modifiers (UBLs), NEDD8 and ubiquitin are
most closely related to each other and NEDDS8 proteins, like other
UBLs, display remarkable sequence conservation across species
(Vierstra, 2012). Like ubiquitin, NEDD8 is conjugated to its
substrate protein through the formation of an isopeptide bond
between its C-terminal glycine and a lysine residue of the target
protein (neddylation) but there is no known biological function
for free NEDDS.

NEDDS orthologs can be identified in all eukaryotic species
that have sequenced genomes. While NEDDS is a single gene in
humans, mouse, and fruit fly, several copies of NEDD8are encoded
by the genomes of the plant species Arabidopsis (Arabidopsis
thaliana; Rao-Naik et al., 1998), rice (Oryza sativa), Brachypodium
(Brachypodium distachyon), and the moss Physcomitrella patens
(Figure 1). All NEDDS proteins require proteolytic processing
of their C-termini to generate mature NEDD8 with a C-terminal
glycine required for NEDD8 conjugation (Figure 1). An additional
unique feature of plant NEDDS is the existence of ubiquitin-
NEDDS gene fusions. While gene fusions of ubiquitin to ubiquitin
itself or other genes have been reported in other species, NEDD8
is an unfused gene in animals and yeasts but not in plants. This
ubiquitin-NEDDS fusion structure is found in Arabidopsis RUB1

and RUB2 and seems to be conserved among plants, mosses
and algae (Figure 1; Rao-Naik etal., 1998; Vierstra and Callis,
1999; Shin etal., 2011). In RUB1 and RUB2, a single ubiqui-
tin is fused head-to-tail to the N-terminus of NEDD8 and both
ubiquitin-NEDDS fusions then require post-translational pro-
cessing to release monomeric ubiquitin and NEDD8 (Figure 1).
Furthermore, plant genomes contain an unfused monomeric form
of NEDDS8, RUB3 in Arabidopsis, that can additionally be dis-
tinguished from the other RUB genes because it lacks an intron
that is present at a conserved position in other RUBs, e.g., in
Arabidopsis RUBI and RUB2 (Figure 1). The absence of an
intron suggests that this less complex RUB3 may be more ancient
than the intron-containing RUBI or RUB2 or that RUB3 origi-
nated from an mRNA intermediate and a retrotransposition event
(Huang etal., 2012).

Similarly to the high sequence conservation observed between
human and Arabidopsis ubiquitin (96% amino acid sequence
identity), also NEDD8 proteins are highly conserved between
species (83% identity between human and Arabidopsis). This
high level conservation is suggestive for an important function
of NEDD8 conjugation (neddylation) in eukaryotic cells and
a highly conserved neddylation and deneddylation machinery.
Indeed, loss-of-NEDDS function causes lethality at an early devel-
opmental stage in most model organisms and also in plants,
with the notable exception of Saccharomyces cerevisiae (Lammer
etal., 1998; Liakopoulos etal., 1999; Jones and Candido, 2000;
Osaka etal., 2000; Tateishi etal., 2001; Ou etal., 2002; Dhar-
masiri etal., 2003; Maytal-Kivity etal., 2003; Bostick etal., 2004).
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Species Name Gene ID Domain architecture
A 4 v
A. thaliana RUB1 AT1G31340 RLRGG
v
RUB2 AT2G35635 @RLRGG
RUB3 AT1G11980
v v
0. sativa RUBT LOC_0S09G25320 RLRGG
v
RUB2 LOC_0S06G44080 @RLRGG
RUB3 LOC_OS01G45400 RLRGG
- LOC_OS10G39590
A4 A4
B. distachyon RUB1-like  BRADI4G30470 (§]=]] RLRGG_
v
RUB2-ike BRADI1G30940 @RLRGG,
RUB2-like = BRADI4G28550 d .RLRG(_L
A 4
P. patens - PP1S127_93V6 @RLRGG,
v
- PP1S129_28V6 @RLRGG,
h 4 v v v
C. rheinhardti - RUB1 CR09G02120 UBlI RLRGG
w v
Human NEDD8 ENSG00000129559
w v
Mouse NEDD8 ENSMUSG00000010376
v v
D. melanogaster Nedd8 FBgn0032725
v
S. cerevisiae Rub1 YDR139C
v v
S. pombe ned8 SPBC12D12.08¢c
FIGURE 1 | Protein domain organization of NEDD8 proteins from several triangle. The light gray area in BRADI4G28550 highlights an apparent 22
representative species. Gene identification numbers (Gene IDs) are as listed ~ amino acid deletion in the ubiquitin part of the protein. A. thaliana
in www.ensemblgenomes.org. Specifically indicated are the last five amino (Arabidopsis thaliana), O. sativa (Oryza sativa, rice), B. distachyon
acids of the respective proteins before the proteolytic cleave sites, the first (Brachypodium distachyon), P patens (Physcomitrella patens, moss), C.
amino acid of NEDDS8 and the proteins’ C-terminal amino acids. Proteolytic reinhardtii (Chlamydomonas reinhardtii, algae), D. melanogaster (Drosophila
processing occurs after the C-terminal RGG residues and is indicated by an melanogaster, fruit fly), S. cerevisiae (Saccharomyces cerevisiae, baker's
underscore. Positions of introns in the respective genes are indicated by a yeast), S. pombe (Schizosaccharomyces pombe, fission yeast).

In Arabidopsis, not the single but the combined knockout of the
genes RUBI and RUB?2 leads to a developmental arrest at the
embryonic two-cell stage (Bostick etal., 2004). Thus, NEDD8
genes and neddylation are essential for growth and development in
plants. Plants with reduced NEDDS gene expression are dwarfed,
partially insensitive to root growth inhibitory concentrations of
the plant hormone auxin and also partially defective in auxin-
induced lateral root formation (Bostick etal., 2004). As will be
outlined below, auxin insensitivity phenotypes are reliable and at

the same time the most obvious readouts of neddylation pathway
mutants.

NEDD8 PROCESSING

NEDDS is conjugated to the protein substrates via an isopeptide
bond between its C-terminal glycine and a lysine of the target
protein (Figure 2). NEDDS, like ubiquitin and most UBLs, is
expressed as an inactive precursor with a short C-terminal exten-
sion that consists of one or several amino acids that need to be
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FIGURE 2 | Neddylation and ubiquitin modification are biochemically
related processes. Ubiquitin c-terminal hydrolases (UCHs) belong to the
family of DUBs that process ubiquitin (UBI)-NEDDS fusion proteins. UBI
and NEDDS8 are activated by their conjugation to E1 ubiquitin/NAEs. UBI or
NEDDS from the E1 are then passed via a transthiolation reaction to a
protein of the family of E2 ubiquitin-conjugating enzymes, RUB1
CONJUGATING ENZYME1 (RCE1) in Arabidopsis. The ubiquitin-charged E2
can then form a complex with an E3 ubiquitin ligase, and ultimately,
ubiquitin and NEDDS are transferred to a lysine residue on the cullin of the
E3 and the substrate, respectively. UBI but not NEDDS8 can form chains.
RBX1 and other proteins not shown here are the proposed NEDDS ligases.
Cullin-RING ligases (CRLs) are the superfamily of E3 ubiquitin ligases that
are regulated by neddylation. CRLs are generally composed of a cullin
subunit, RBX1, as well as a substrate (SUB) recognition module composed
of an adaptor and a substrate receptor protein. C, cysteine; K, lysine.

cleaved off to allow for NEDDS8 conjugation (Figures 1 and 2;
Jentsch and Pyrowolakis, 2000). It has been proposed that the
C-terminal extension of ubiquitin, NEDDS, and other UBLs serves
to prevent unprocessed proteins to enter into the conjugation
pathway but there is, in fact, no experimental evidence supporting
this hypothesis (Callis et al., 1995; Rao-Naik et al., 1998). The plant
ubiquitin-NEDDS fusion proteins additionally require removal of
the N-terminal ubiquitin by proteolytic cleavage.

NEDDS8 processing is carried out by ubiquitin C-terminal
hydrolases (UCH) from the family of deubiquitinating enzymes
(DUBs). In S. cerevisiae and humans, NEDD8 precursor C-
terminal processing is facilitated by a dual specificity UCH of
the C12 family peptidases, Yuhl (yeast) or UCHL3 (human,
mouse), which also processes the C-terminal extensions of ubiqui-
tin (Figure 3; Wada etal., 1998; Johnston etal., 1999; Linghu et al.,
2002; Hemelaar etal., 2004; Frickel etal., 2007; Yu etal., 2007).
To date, the only isopeptidase known to function exclusively in
NEDDS processing and deconjugation is the C48 family peptidase
DEN1/NEDP1/SENP8 from Drosophila, and human (Figure 3;
Gan-Erdene et al., 2003; Mendoza et al., 2003; Wu et al., 2003; Shen
etal., 2005; Chan etal., 2008; Shin etal., 2011). However, mouse
knockouts of UCHL3 or Drosophila and Aspergillus knockouts of

DEN] are viable although NEDD8 and neddylation are essential in
the respective organisms (Kurihara etal., 2000; Chan etal., 2008;
Christmann etal.,, 2013). These findings suggest that mutants of
these processing enzymes cannot be fully impaired in NEDD8
processing.

In non-plant species where NEDDS is expressed as an unfused
gene, examining NEDD8 precursor processing in vivo is not trivial
because NEDD8 has only a short C-terminal extension. Therefore,
conjugation of processed NEDDS to cullins is used as an indirect
indication for proper processing. Since cullin neddylation was not
impaired in any of the UCH gene mutants examined to date, it
can be inferred that also NEDD8 processing and conjugation are
at least partially functional in these mutants (Kurihara et al., 2000;
Chan etal., 2008; Christmann etal.,, 2013). In the fission yeast
Schizosaccharomyces pombe, even a Anepl Anep2 Auchl Auch2
quadruple mutant lacking the two C48 peptidases orthologous to
DEN1 (NEPI and NEP2) as well as the two C12 peptidases orthol-
ogous to yeast Yuh1 (UCHI and UCH2) shows efficient cullin ned-
dylation (O’Donoghue etal., 2013). Only the additional knockout
of the cullin deneddylating enzyme COP9 SIGNALOSOME SUB-
UNITS5 (CSN5) hinted to a reduced efficiency of NEDD8 precursor
processing in this complex mutant because it revealed the absence
of cullinl hyperneddylation that can be observed in the Acsn5
deletion strain (O’Donoghue etal., 2013). Taken together, these
various findings suggest that there is a functionally redundant
family of NEDDS8 processing enzymes and that there may be
other as yet unknown peptidases that also participate in NEDD8
processing. Furthermore, it is possible that there is no strict
specificity among the ubiquitin and NEDD8 processing enzymes
in vivo.

NEDD8 PROCESSING IN PLANTS

NEDDS processing hydrolases from plants remain to be identified.
In Arabidopsis, several peptidases can be classified as C12 and
C48 family peptidases based on their homology to UCHs from
other species (Figure 3). To date, only the C12 peptidases UCH1
and UCH2 have been analyzed at the biological level (Yang etal.,
2007). Based on their homology to C12 peptidases, these UCHs
would be predicted to have a role in ubiquitin processing. How-
ever, although both UCH proteins showed the predicted ubiquitin
processing activity in vitro, neither the uchl uch2 double mutant
nor UCH] overexpressing lines had apparent changes in the pat-
tern of ubiquitin conjugate formation or in the abundance of free
monomeric ubiquitin. At the phenotypic level, mutants or over-
expression lines display impaired shoot and flower development
and changes in the rate of leaf formation. Altering the abundance
of the two UCH genes also affects auxin and cytokinin responsive-
ness. These phenotypes may be explained by defects in selective
rather than general protein degradation and this hypothesis is sup-
ported by the observation that the degradation of the auxin-labile
AUX/IAA AUXIN RESISTANT3 (AXR3) but not that of the light-
labile phytochrome A or ELONGATED HYPOCOTYL5 (HY5)
proteins appeared to be affected in the uch mutants. In summary,
these findings suggest that UCH1 and UCH2 may not only act at
the level of ubiquitin processing but may also act by selectively
regulating the proteasomal degradation of proteins by antagoniz-
ing substrate ubiquitylation. Whether UCH1 and UCH2 have a
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FIGURE 3 | NEDDS processing is mediated by at least three different
classes of peptidases. Unrooted phylogenetic tree of representative
members of the UCH and DEN1/NEDP1/SENP8 protein families from
Arabidopsis thaliana (At), rice (Oryza sativa, Os), algae (Chlamydomonas
reinhardtii, Cr), baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae, Sc), fission yeast
(Schizosaccharomyces pombe, Sp), fruit fly (Drosophila melanogaster, Dm),
mouse (Mus musculus, Mm), and human (Homo sapiens, Hs). Molecular
phylogenetic analysis was performed based on the Maximum Likelihood
method and the JTT matrix-based model (Jones etal., 1992) using
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CLUSTALW algorithm at the EMBL-EBI website (http://www.ebi.ac.uk/Tools/
msa/clustalw?2/). The tree with the highest log likelihood (—5916.8263) is
shown. Initial tree(s) for the heuristic search were obtained automatically

by applying the Maximum Parsimony method. The tree is drawn to scale,
with branch lengths measured in the number of substitutions per site. The
analysis involved 24 protein sequences. All positions containing gaps and
missing data were eliminated. There were a total of 145 positions in the final
dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA5 (Tamura etal.,
2011).

role in NEDDS8 processing remains to be examined but the com-
paratively weak morphological phenotype as well as the absence
of an apparent cullin neddylation phenotype already suggests that
the two UCH proteins may not have a major function in this
process.

NEDDYLATION

NEDDS is conjugated to target proteins in a manner that is highly
similar to ubiquitin conjugation (Figure 2). NEDDS is activated
by an E1 NEDD8 activating enzyme (NAE) and then passed on to
an E2 NEDD8 conjugating enzyme of the ubiquitin-conjugating
(UBC) enzyme family from where the protein is ultimately trans-
ferred to its substrate protein. The best-studied NEDD8 conjugates
are the cullin subunits of cullin-RING-type E3 ubiquitin ligases
(CRLs; Hua and Vierstra, 2011). CRLs are a family of evolution-
arily conserved E3 ligases that are composed of a core complex,
comprised of a cullin subunit and the RING BOX PROTEIN1
(RBX1), as well as a ubiquitylation substrate recognition module.
In plants, three different types of CRL complexes can be distin-
guished based on the identity of the cullin subunits CULLIN1,
CULLINS3, or CULLIN4 and the identity of their respective sub-
strate recognition module (Lammer etal., 1998; Ruegger etal,
1998; Dieterle etal., 2005; Figueroa etal., 2005; Gingerich etal.,

2005; Bernhardt etal., 2006; Chen etal., 2006). The CRL subunit
RBX1 is common to all CRLs and serves to promote NEDD8
conjugation.

Structural analyses of cullin neddylation revealed that NEDD8
conjugation causes a conformational change in subdomains of the
cullin and RBX1 subunits (Duda etal., 2008; Boh etal., 2011).
Neddylation also eliminates the binding of the exchange fac-
tor CULLIN-ASSOCIATED-NEDD8-DISSOCIATED1 (CANDI)
and locks the CRL in an active state. Thus, neddylation controls
CRL activity by promoting conformational changes that favor
substrate ubiquitylation. CRL neddylation can then also lead to
the recruitment of additional regulatory factors (den Besten et al.,
2012).

THE NEDDYLATION PATHWAY AND AUXIN INSENSITIVITY

As will be discussed in more detail below, loss of cullin neddy-
lation or cullin deneddylation affect CRL function by promoting
or, respectively, preventing interactions with the substrate recep-
tor exchange factor CANDI. In the plant and neddylation biology
context, the Arabidopsis CULLIN1-containing E3 ligase SCFTIR!
with the substrate recognition module composed of the F-box
protein (FBP) TRANSPORT INHIBITOR RESISTANT1 (TIRI)
and its adaptor subunit ARABIDOPSIS SKP1 (ASK) is highly
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relevant (Ruegger etal., 1998; del Pozo and Estelle, 1999). TIR1,
functioning at the same time also as an auxin receptor, binds
AUX/IAA transcriptional repressors in an auxin-dependent man-
ner and targets AUX/IAAs for ubiquitylation and degradation
by the 26S proteasome (Gray etal, 2001; Tan etal, 2007).
AUX/IAAs and auxin-induced AUX/IAA degradation regulate a
number of important developmental and morphological processes
throughout plant development: bodenlos (bdl) mutants express-
ing a stabilized (non-degradable) variant of the AUX/IAA protein
bodenlos/iaal4 (bdl/iaal4) are deficient in embryonic root dif-
ferentiation and are consequently rootless (Hamann etal., 1999;
Weijers et al., 2005). axr3 mutants express the stabilized axr3/iaal7
protein and this mutation allows for root elongation in the pres-
ence of root growth-inhibiting auxin concentrations (Gray etal.,
2001). The link between auxin insensitivity (auxin resistance),
AUX/IAA degradation and CULLIN1 could be established because
the CULLINT1 alleles axr6-1 and axr6-2 were identified based on
their auxin insensitivity (Hobbie etal., 2000; Shen etal., 2002;
Hellmann etal., 2003; Quint etal.,, 2005; Esteve-Bruna etal.,
2013). While homozygous axr6-1 and axr6-2 loss-of-function
mutants arrest development during embryogenesis, the heterozy-
gous mutants display the auxin-insensitive root growth elongation
phenotype. Furthermore, double mutants of axr6-1 or axr6-2
with other mutants of the auxin and neddylation pathway are
defective in root differentiation and thereby mimic the char-
acteristic phenotype of the bdl mutant (Hobbie etal., 2000;
Hellmann etal., 2003; Quint etal.,, 2005; Esteve-Bruna etal.,
2013).

NEDD8 ACTIVATION

Both, defects in root differentiation as well as auxin-insensitive
root elongation have been used extensively as phenotypes for
the identification and characterization of Arabidopsis neddylation
mutants. auxin resistant] (axrl) is a mutant of the NAE enzyme
AXRI1 and was identified due to its defects in auxin response
that could later be explained by impairment in the degradation
of the AUX/TAA protein AXR3 (Lincoln etal., 1990; Leyser etal.,
1993; del Pozo etal., 1998). In Arabidopsis, axrl mutants display
an auxin-insensitive root growth phenotype but to fully impair
NEDDS conjugation the function of the AXR1-paralog AXRI-
LIKE (AXL) also needs to be deleted (Dharmasiri etal., 2007).
axrl axll double mutants have a more severe phenotype than
axr]l mutants in that they are defective in embryonic root dif-
ferentiation and mimic the bdl mutant phenotype (Dharmasiri
etal., 2007). Arabidopsis AXR1 and AXL proteins appear to be
equivalent at the biochemical level but interestingly have a dif-
ferential ability to complement the axr] mutant phenotype when
expressed from the AXRI promoter (Dharmasiri et al., 2007; Hot-
ton etal., 2011). While NEDDS activation is carried out by a
single protein in animals and yeasts, NAE is a heterodimer in
plants of AXR1/AXL and E1 C-TERMINAL RELATED1 (ECR1)
corresponding to the protein’s N- and C-termini, respectively
(Figure 2; del Pozo etal, 1998; Hotton etal., 2011). An ecrl-1
mutant was identified in a screen for mutants with differ-
ential auxin sensitivity and axrl/ax] mutants as well as ecrl
mutants are defective in cullin neddylation (Woodward etal.,
2007).

NEDD8 CONJUGATION

RUB1 CONJUGATING ENZYMEL (RCE1l) was identified in
Arabidopsis based on its homology to human UBCI12 (del Pozo
and Estelle, 1999). An rcel-1 insertion mutant with significantly
reduced RCEI expression levels was subsequently isolated and
found to be strongly impaired in cullin neddylation (Dharmasiri
etal., 2003). rcel-1 mutants display auxin insensitive root growth
phenotypes and fail to differentiate a primary root when com-
bined with axrl. Two additional rcel alleles were recently found
in a suppressor screen of the auxin overproducing sur2 mutant
(Pacurar etal., 2012). Interestingly, both of these rcel alleles would
be expected to interfere significantly with the biochemical activity
of RCE1 since they carry a nonsense and splice site mutation in
exon 4, respectively. Analyzing the extent to which RCE1 func-
tion is affected in these alleles is certainly interesting because the
unexpectedly weak phenotype of these supposedly strong alleles
could be considered indicative for the existence of functionally
redundant NEDD8 conjugating enzymes.

NEDDS LIGATION

The CRL core subunit RING BOX1 (RBX1) is one candidate
for an E3 NEDDS8 ligase (Morimoto etal,, 2003). RBX1 is
encoded by two genes in Arabidopsis and its function as CRL
subunit and as NEDDS8 ligase was addressed in mutants, anti-
sense and overexpression lines (Gray etal., 2002; Lechner etal.,
2002; Schwechheimer etal., 2002). RBX1 interacts with RCE1 and
while cullin neddylation is decreased in the absence of RBX1 it is
increased when RBX1 is overexpressed (Gray etal., 2002).

The protein DEFECTIVE IN CULLIN NEDDYLATIONI1
(DCN1) has also been described as an E3 NEDDS ligase (Kurz
etal., 2005; Kurz et al., 2008; Meyer-Schaller et al., 2009). Based on
yeast studies, it has recently been proposed that DCN1 increases
the substrate specificity of RBX1 by directing the RBX1-bound
NEDDS-E2 toward the cullin (Scott etal., 2010). Additionally, it
was shown that the interaction between DCN1 and UBCI2 is reg-
ulated by the N-terminal acetylation of the UBC12 E2 enzyme
(Scottetal.,2011). The analysis of DCN1-LIKE proteins, of which
there are five in humans, has also revealed that at least one member
of the protein family, DCNL3, is bound to the plasma membrane
(Meyer-Schaller etal., 2009). Studies of a mammalian CULLIN2-
containing CRL further revealed that DCN1-LIKE] can engage
in interactions between the cullin and the respective substrate
receptor subunit, and more importantly, that this interaction is
strengthened when the substrate receptor is loaded with cargo
(Heir etal., 2013). Atleast in this case, DCN1-LIKE1 may function
as a sensor for degradation substrate availability and consequently
promote neddylation. Thus, DCN1 proteins may contribute to
the regulation of E3 ligase activity by targeting E3 ligases to or by
activating them in specific subcellular locations.

As yet, DCN1 or DCNI1-LIKE proteins have not been ana-
lyzed in plants but AT3G12760 is a candidate for a direct
DCNI ortholog from Arabidopsis. A second DCN1-LIKE pro-
tein, less closely related to DCN1 than AT3G12760, was identified
as anti-auxin resistant3 (AAR3) in a screen for mutants that
showed resistance to the anti-auxin p-chlorophenoxyisobutylic
acid. The same screen also identified mutant alleles of TIRI and
CULLINI and, based on the shared phenotype of these mutants,
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AAR3/DNCI-LIKE would qualify as a candidate regulator of
NEDDS ligation and SCF™! function (Biswas et al.,2007). Unfor-
tunately, the biochemical function of AAR3/DNCI1-LIKE in the
context of cullin neddylation has not been examined as yet. There
is also one further Arabidopsis gene that may encode for an addi-
tional DCN1-LIKE protein. Thus, the biochemical and biological
functions of DCNI-LIKE genes from Arabidopsis remain to be
investigated.

In yeast, also TFB3, a RING domain subunit of the general
transcription factor TFIIH was found to promote neddylation in
addition to RBX1 and DCNI1 (Rabut etal., 2011). The identifica-
tion of TFB3 was based on initial observations that CULLIN4
neddylation in yeast was independent from RBX1 and DCNI.
The analysis of RING domain protein mutants from yeast then
led to the subsequent discovery of Tfb3 as a RING domain pro-
tein responsible for the neddylation of CULLIN3 and CULLIN4.
A clear homolog of TFB3 is not easily discernable in the plant
genomes but the identification of TFB3 from yeast per se indicates
that it cannot be ruled out that besides RBX1 and DCNT1 also other
NEDDS ligases exist in plants.

MLN4924 — A NEDDYLATION INHIBITOR

The importance of the NEDD8-modification pathway in the
control of plant development has recently been elucidated in a
study with the neddylation inhibitor MLN4924 (Hakenjos etal.,
2011). MLN4924 was initially described as an inhibitor of the
human NAE El enzyme but was subsequently found to also
inhibit the NAE E1 subunit ECRI from predictably all plant
species (Soucy etal., 2009; Brownell etal., 2010; Hakenjos etal.,
2011). MLN4924 inhibits neddylation in plants and the impair-
ment of CRL function results in the degradation of a number
of CRL substrates such as the AUX/IAAs of the auxin pathway,
DELLA proteins of the gibberellin pathway and the cell cycle
regulator KRP1 (Hakenjos etal., 2011). While the severe phe-
notypes of strong NEDD8 pathway mutants in Arabidopsis and
the absence of neddylation mutants in other plant species has as
yet hampered studying the role of neddylation in all stages of
plant development or in non-Arabidopsis species, the availabil-
ity of MLN4924 now overcomes this limitation (Hakenjos etal.,
2011).

NEDDYLATION MUTANTS ARE IMPAIRED IN MANY DIFFERENT CRL
FUNCTIONS

As outlined above, AUX/IAA degradation is partially or fully
impaired in all mutants of the NEDD8 conjugation pathway and
auxin responses are partially or fully blocked in these mutant back-
grounds. However, the phenotype of the NEDD8 conjugation
mutants is much more complex and not only the consequence
of defects in the auxin response pathway. In this regard, it is
important to realize that plants predictably have many hundreds
of CRLs and that all these CRLs should be impaired in neddyla-
tion mutants (Xu etal., 2009). Among these CRLs, SCFTIRI and
closely related complexes implicated in auxin responses have a
very prominent role because defects in the auxin-regulatory CRLs
lead to morphological defects that can easily be examined (Dhar-
masiri etal., 2005a,b). However, while malfunction of SCEFTR!
and closely related complexes is the most visible phenotype of
neddylation mutants, all CRL functions should be affected in
axr]l mutants in a manner similar to the defects observed in the
auxin pathway. This fact is sometimes overlooked and particu-
larly axrl mutants that were amongst the first auxin response
mutants to be identified (Lincoln etal., 1990; Leyser etal., 1993)
are often being used as auxin pathway-specific mutants. The
knowledge about the existence of many other CRL-dependent
pathways, also CRL pathways that affect plant growth and
morphology clearly argue against using axr! mutants or other
neddylation mutants as auxin pathway-specific mutations for
morphological analyses or genetic interaction studies (Dill etal.,
2004; Shen etal., 2007; Stirnberg etal., 2007; Nelson etal., 2011;
Waters and Smith, 2013).

CSN PROMOTES CULLIN DENEDDYLATION

NEDDS8 can be deconjugated from CRLs through the activity
of the COPY signalosome (CSN; Figure 4). CSN is evolu-
tionarily conserved and in most species including plant and
mammalian species composed of eight subunits (Chamovitz
etal., 1996; Seeger etal., 1998; Wei and Deng, 1998). CSN was
originally identified in plants based on mutants that display a
constitutively photomorphogenic (cop) phenotype and named
following the identification of the causative mutation in the cop9
mutant (Wei and Deng, 1992; Wei etal.,, 1994). Similarly to
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FIGURE 4 | CAND1 regulates the cells CRL repertoire by promoting the
exchange of substrate receptor subunits. Schematic representation of the
exchange of a hypothetical FBOX PROTEIN1 (FBP1) of the CRL SCFFBF1
against FBP2 following CULLIN1 deneddylation. ARABIDOPSIS SKP1 (ASK)
proteins are adaptor subunits that link FBPs with CULLIN1. CULLIN1T, ASK,
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RBX1 and FBP form an SCFtype CRL. COP9 SIGNALOSOME (CSN)
promotes CULLIN deneddylation. CULLIN-ASSOCIATED-NEDD8-
DISSOCIATED1 (CAND1) is an exchange factor that can only associate with
deneddylated cullins and promotes substrate receptor exchange. C, cysteine;
K, lysine.

Frontiers in Plant Science | Plant Genetics and Genomics

March 2014 | Volume 5 | Article 103 | 6


http://www.frontiersin.org/Plant_Genetics_and_Genomics/
http://www.frontiersin.org/Plant_Genetics_and_Genomics/archive

Mergner and Schwechheimer

Neddylation in plants

light-grown seedlings, cop mutants have a short hypocotyl, open
cotyledons, and express light-regulated genes when grown in the

dark.

CSN REPRESSES PHOTOMORPHOGENESIS IN ARABIDOPSIS

In Arabidopsis, loss-of-function of the eight CSN subunits results
in most cases in the destabilization of the entire CSN complex
and in a phenotypically indistinguishable cop phenotype, marking
constitutive photomorphogenesis as a hallmark phenotype for loss
of CSN function (Serino etal., 1999, 2003; Dohmann et al., 2005;
Gusmaroli etal., 2007). The cop phenotype of ¢sn mutants can be
explained by their inability to degrade photomorphogenesis regu-
latory transcription factors such as HY5 in dark-grown seedlings
through the activity of the E3 ligase COP1 (Osterlund et al., 20005
Chenetal.,2006; Lau and Deng, 2012). COP1 function is impaired
in csn mutants leading to a stabilization of the COP1 targets also in
the dark. In the wildtype, photomorphogenic development dur-
ing germination is seemingly controlled by the light-controlled
nucleocytoplasmic shuttling of COP1 (von Arnim and Deng,
1994; Osterlund etal., 2000; Pacin etal., 2013). In contrast to
the strong photomorphogenesis phenotype of csnloss-of-function
mutants, mutants with partially impaired CSN function display a
number of phenotypes, also including auxin insensitive root elon-
gation (Schwechheimer etal., 2001, 2002; Dohmann et al., 2005,
2008b; Stuttmann et al., 2009; Huang etal., 2013b). This pheno-
typic similarity was indicative for a connection between CSN, the
neddylation pathway, and SCF™®! -dependent plant growth regu-
lation when knowledge about the biochemical interplay of these
components was still unclear (Schwechheimer etal., 2001).

CULLIN DENEDDYLATION IS A FUNCTION OF THE MPN+ DOMAIN
SUBUNIT CSN5

COP9 signalosome is closely related to the “lid” of the 26S pro-
teasome. In plants and animals, both protein complexes are com-
posed of six so-called PCI domain subunits and two MPN-domain
subunits and they share a set of subunit—subunit interactions
within the respective complexes (Glickman etal., 1998; Wei etal.,
1998; Fuetal.,2001; Enchev et al., 2010; Kotiguda et al., 2012). The
relatedness of the two complexes and their in part shared biochem-
ical function are nicely reflected by the fact that a proteasomal “lid”
subunit functionally replaces a “missing” CSN subunit in Saccha-
romyces cerevisiae (Yu et al.,2011). CSN as well as the “lid” have two
MPN-domain proteins, which can be further subdivided into an
MPN+ domain protein with a catalytically active metalloprotease
site, and a catalytically inactive MPN-domain protein that must
be derived from the MPN+-domain counterpart (Maytal-Kivity
etal., 2002). The MPN+ domain subunits CSN5 and RPN11
confer deneddylation and deubiquitylation activity to the CSN
and proteasome “lid” complexes, respectively (Cope etal., 2002;
Ambroggio etal., 2004). ¢sn mutants from Arabidopsis are fully
impaired in cullin deneddylation and only traces of, presumably
de novo synthesized, unneddylated cullin can be detected in csn
mutants. Interestingly, CSN5 is only functional as a cullin dened-
dylase when associated with CSN. CSN physically interacts with
the cullin and RBX1 subunits of CRLs through its subunits CSN2
and CSN6 and it is thought that these interactions provide CSN
with the affinity for its CRL targets (Schwechheimer etal., 2001).

Interesting is also the recently identified csn3-3 allele, which car-
ries a missense mutation in the CSN3 gene. This mutation strongly
impairs auxin responses in the mutant but does neither obviously
affect cullin deneddylation nor CSN protein complex integrity
(Huang etal., 2013a). Thus, the affected domain of CSN3 may be
required for an as yet unknown essential CSN function such as
CRL subunit interactions or for the ability of the protein or pro-
tein complex to engage in other interactions required for normal
auxin responses. This is supported by biochemical analyses com-
bined with structural electron microscopy that suggest that CSN2
and CSN5 interact with the cullin E3 ligase subunit whereas F-box
substrate receptors interact with CSN1 and CSN3 (Enchev etal,,
2012).

Since c¢sn mutants are impaired in the function of presum-
ably hundreds of E3 ligases, it is not surprising that additional
physiological defects have been identified in these mutants that
can be explained by defects in other CRLs and include defects
in SCFYO!_mediated jasmonate signaling (Schwechheimer etal.,
2002; Hind etal.,2011), SCFY!.-mediated gibberellin signal-
ing (Dohmann etal.,, 2010) as well as defects in cold response
(Schwechheimer etal., 2002), cell cycle progression (Dohmann
etal., 2008a), and the control of ascorbic acid synthesis (Wang
etal., 2013).

CSN REGULATION AND CSN REGULATORS

In view of the large number of CRLs that exist in eukaryotic
cells and the importance of CSN-dependent cullin deneddylation
for CRL function, it has to be asked how CRL neddylation and
CSN-dependent deneddylation are regulated. In this context, it
was shown for different CRLs that the availability of ubiquityla-
tion substrate receptor and ubiquitylation substrate promotes CRL
formation and cullin neddylation (Bornstein etal., 2006; Ember-
ley etal., 2012). The association of FBP-SKP1 dimers can inhibit
CSN function on selected SCF-complexes several fold (Emberley
etal., 2012). Thus, in the case of SCF-complexes cullin neddyla-
tion and deneddylation are regulated by the presence of FBP-SKP1
dimers and particularly by the presence of a given FBP, assum-
ing that there is no regulation on the level of the SKP1 adaptor
subunit, which does not confer substrate specificity to the SCF
complexes. CSN is even more strongly inhibited in the pres-
ence of degradation substrate and thus degradation substrate
and degradation substrate receptor availability negatively regulate
CSN activity (Emberley etal., 2012). Furthermore, CSN asso-
ciates tightly with deneddylated SCF and CSN thereby keeps the
CRL complex in a state of low activity after substrate degrada-
tion (Emberley etal., 2012). Through this interaction, CSN also
prevents cullin neddylation, unless binding of a ubiquitylation
substrate triggers its dissociation and allows for cullin neddylation
(Enchev etal., 2012).

In addition to the regulation of CSN by CRLs, their subunits
and their substrates, there are also other candidate regulators
whose function remains to be determined. The 7 kDa pro-
tein SMALL ACIDIC PROTEIN1 (SMAPI) is an interesting
CSN-interaction partner (Nakasone etal., 2012). smapl mutants
were identified as anti-auxin resistantl (aarl) in a mutant screen
that also identified mutants of TIRI, CULLINI, and DCN1-LIKE.
Thus the aarl/smap1 phenotype may well be explained by a defect
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in the E3 ligase SCFTR! or its neddylation or deneddylation.
Importantly, immunoprecipitates of SMAP1 are very strongly
enriched in at least six CSN subunits, indicating that SMAP1 is
a CSN interactor and may regulate CSN function. As yet, the anal-
ysis of CULLIN neddylation patterns did not reveal any apparent
defects in its neddylation or deneddylation but the aar3/smapl
mutant phenotype together with the SMAP1-CSN interaction
strongly suggests that SMAP1 is linked to CSN function. Since
there is not apparent homolog of SMAPI1 outside of the plant
kingdom, this function should be plant specific.

The analysis of the CSN-interacting Rig-G protein, a pro-
tein related to the Arabidopsis protein SPINDLY, provided some
insights into how interaction partners could interfere with CSN
activity. In the case of Rig-G it is proposed that the protein recruits
CSN subunits to the cytoplasm and thereby interferes with CSN
assembly in the nucleus (Xu etal., 2013).

CAND1 - A SUBSTRATE RECEPTOR EXCHANGE FACTOR FOR
CRLs

Important progress has been achieved in the understanding of the
role of neddylation and deneddylation of cullins in the context
of CRL assembly and function through analysis of the protein
Cullin-associated-Nedd8-dissociated-1 (CANDI). As its name
already reveals, CAND1 was identified as an interactor of non-
neddylated cullins (Liu etal., 2002; Zheng etal., 2002; Oshikawa
etal., 2003). Through a series of elegant experiments from at
least three independent laboratories it was recently shown that
CANDI1 functions as a novel type of exchange factor for CRLs
(Pierce etal., 2013; Wu etal., 2013; Zemla etal., 2013). In a highly
quantitative and not only therefore remarkable analysis of the
diverse protein—protein interactions that can take place between
the subunits of SCF-type CRL complexes and CANDI, it could
be shown that CAND1 can promote the disassembly of SCF com-
plexes and that FBPs can remove CANDI1 from CULLINI (Pierce
etal., 2013; Figure 4). When testing 21 different FBPs it was
found that 20 of these could be exchanged using CANDI as an
exchange factor. Thus, in the case of SCF-type CRLs and most
likely also in the case of CRLs that are formed with the other
cullins, CAND1 can modulate the CRL-complex repertoire of the
cell.

CAND1 is unable to interact with neddylated cullins and cullin
neddylation stabilizes specific CRLs to prevent substrate recep-
tor exchange (Emberley etal., 2012). Upon cullin deneddylation,
CANDI can become active and modulate the CRL repertoire to
optimally match substrate receptor demand. Thus, there must be
mechanisms to control CRL deneddylation. Indeed, cullin ned-
dylation and deneddylation are controlled by the presence and
absence of degradation substrates or their interactions with sub-
strate receptors (Bornstein etal., 2006; Chew and Hagen, 2007;
Emberley etal., 2012). Furthermore, CSN binds preferentially to
neddylated CRLs, which may also recruit CSN-associated pro-
teins important for CRL regulation (den Besten etal., 2012). CSN
can bind deneddylated cullins but is dissociated in the presence of
degradation substrate receptors and degradation substrates (Choo
etal, 2011). Consequently, it can be inferred that csn as well as
candl mutants are deficient in releasing specific substrate recep-
tors. This hypothesis could be experimentally confirmed and it

could be shown that substrate receptor activation and substrate
degradation are delayed in such mutant backgrounds (Zemla et al.,
2013).

CAND1 IN PLANTS

In plants, candl mutants were identified and analyzed in reverse
and forward genetic screens. Mutants deficient in CAND1 were
isolated as auxin-resistant mutants and the mutant spectrum
of candl mutants was recognized as being highly similar to,
but also to exceed that of axrl mutants (Cheng etal.,, 2004;
Chuang etal., 2004; Feng etal., 2004). Three further candl alle-
les were identified based on mutants with severe defects in
leaf vein patterning (Alonso-Peral etal., 2006). In rice, CANDI
is required for the formation of crown roots and defects in
crown root formation are associated with a cessation in the
G2/M phase progression in these mutants (Wang etal., 2011).
In this context it is interesting to note that also Arabidopsis csn
mutants are defective in G2/M phase progression (Dohmann et al.,
2008a).

Arabidopsis CANDI1 also preferentially binds to non-
neddylated cullins (Feng etal,, 2004). Importantly, two sets
of weak Arabidopsis mutants exist, the semi-dominant axr6-1
and axr6-2 on the one side and the recessive cull-6 on the
other, carrying missense mutations in almost adjacent posi-
tions of CULLIN1. Interestingly, the respective mutant proteins
interact differentially with CAND1. While the cull-6 protein
is deficient in CANDI interaction, axr6-1 and axr6-2 bind
more strongly to CANDI (Feng etal., 2004; Moon etal., 2007).
The availability of mutants with weak and strong defects in
cullin function, cullin deneddylation, and CAND1 interaction
has already permitted to assay the biochemical interactions
of the various components at the genetic level (Zhang etal,
2008).

NEDDYLATION SUBSTRATES

EVIDENCE FOR NON-CULLIN NEDDYLATION SUBSTRATES

Despite extensive research, the role and importance of neddyla-
tion in cellular processes besides the regulation of CRL activity
remains poorly understood. Contrary to the expanding knowl-
edge about ubiquitylated proteins in eukaryotes including plants
(Kim etal., 2013) similar studies for NEDDS8 have so far not suc-
ceeded in consistently identifying non-cullin neddylated proteins
(Li etal., 2006; Norman and Shiekhattar, 2006; Jones et al., 2008;
Xirodimas, 2008; Bennett et al., 2010; Hakenjos etal., 2011; Hot-
ton etal., 2012). However, there is evidence for the existence of a
broad range of neddylated proteins and several non-cullin ned-
dylated proteins have already been identified as summarized in
Table 1. Loss of function mutants of DEN1/NEDP1/SENP8 from
three different species, namely fruit fly, Schizosaccharomyces pombe
and Aspergillus nidulans accumulate neddylated proteins over a
broad range of molecular weights. At the same time, these mutants
do generally not accumulate neddylated cullins suggesting that
DEN1/NEDP1/SENPS8 is an important deneddylating enzyme of
these non-cullin neddylation substrates (Zhou and Watts, 2005;
Chan etal.,, 2008; Christmann etal., 2013). Also overexpression
of NEDDBS leads to the apparent enrichment of many neddylated
proteins and this neddylation can be blocked with the inhibitor
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Table 1 | Neddylation substrates.

Neddylated protein Proposed function of neddylation Species Reference
E3 ubiquitin ligases
Cullins, Cul7 and PARC Increases activity Eukaryotes Hori etal. (1999), Sarikas etal. (2011), Calabrese etal. (2011)
Mdm2 Decreases activity Human Xirodimas etal. (2004)
Parkin increases activity Human Um etal. (2012), Choo etal. (2012)
BRAP2 - Human Takashima etal. (2013)
pVHL Changes pVHL protein interaction Human Stickle etal. (2004), Russell and Ohh (2008)
DIAP1/XIAP - Fruit fly/human Broemer etal. (2010)
DDB1 - Arabidopsis Hotton etal. (2012)
Transcription factors
p53 Inhibits transcriptional activity Human Xirodimas etal. (2004), Abida etal. (2007)
p73 Inhibits transcriptional activity by sequestering Human Watson etal. (2006)
Tap73 to the cytoplasm
AICD Inhibits transcriptional activity Human Lee etal. (2008)
E2F1 Inhibits transcriptional activity by blocking Human Aoki etal. (2012), Loftus etal. (2012)
protein interaction
HIFTa Stabilizes protein Human Ryu etal. (2011)
Transcriptional inhibitors
BCA3 Activates by promoting protein interaction Human Gao etal. (2006)
RCAN1 Stabilizes by inhibiting proteasomal Human Noh etal. (2012)
degradation
Receptors
EGFR Promotes receptor ubiquitylation and ligand Mammals (Oved etal., 2006)
induced degradation
TBRII Stabilizes protein Human (Zuo etal., 2013)
Kinases
PINK1 Stabilizes the cytosolic protein form Human Choo etal. (2012)
CKla - Human Huart etal. (2012)
Other
L11, S14, and other Stabilizes the protein Human Xirodimas etal. (2008), Zhang etal. (2012)
ribosomal proteins
SHC - Human Jin etal. (2013)
HUR Stabilizes the protein Human Embade etal. (2012)
Histone H4 Induces complex formation and amplifies Ubi ~ Human Ma etal. (2013)

drICE/caspase 7
Lag2
ML3

cascade

Reduces catalytic activity

Fruit fly/human
Yeast

Arabidopsis

Broemer etal. (2010)
Siergiejuk etal. (2009)
Hakenjos etal. (2013)

PARK, Parkin-like cytoplasmic protein, MdmZ2, murine double minute 2, Parkin, Parkinson juvenile disease protein 2, BRAP2, BRCAT-associated protein; DIAPT,
Drosophila inhibitor of apoptosis 1; XIAR X-linked inhibitor of apoptosis protein, DDB1, damaged DNA binding protein1; VHL, Von Hippel-Lindau disease tumor
suppressor; p53, cellular tumor antigen p53, p73, tumor protein p73; AICD, amyloid beta A4 protein; E2F1, transcription factor E2F1; HIF 1a, hypoxia-inducible factor
3-alpha; BCA3, breast cancerassociated gene 3, RCAN1, regulator of calcineurin 1; EGFR, epidermal growth factor receptor; TBRII, transforming growth factorbeta
receptor type Il; PINK1, PTEN-induced putative kinase protein 1, CK1a, casein kinase 1 alpha; L11, ribosomal protein L11; S14, ribosomal protein S14; SHC, Src
homology 2 domain-containing-transforming protein C1; HUR, Hu-antigen R, DrICE, Drosophila interleukin-18-converting enzyme, Lag2, longevity-assurance protein
2; ML3, myeloid differentiation factor-2-related lipid-recognition domain protein 3.
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MLN4924 (Hakenjos etal., 2011). Thus, there is evidence that
NEDDS8-modified proteins other than the cullins can exist but may
be low in abundance or only transiently modified under normal
conditions.

At the functional level, genetic experiments in Schizosaccha-
romyces pombe showed that the introduction of a specific cullinl
mutant, which constitutively activates CRLs and therefore renders
these CRLs independent from the neddylation machinery, was
unable to rescue the phenotype of NEDD8 conjugation mutant
uba3-10 (Girdwood etal., 2011, 2012). This finding may suggest
additional biological functions for neddylation that are impaired
in uba3-10 besides the neddylation defect of cullins.

IDENTIFICATION OF NEDDYLATION SUBSTRATES - A DIFFICULT ISSUE
A major problem for the identification of new neddylation sub-
strates is the high sequence similarity between NEDDS8 and
ubiquitin. Both proteins are sequence identical at their C-termini
just downstream of a trypsin cleavage site resulting in an identical
di-glycine footprint on a modified protein after trypsin digestion
for proteomic analyses (Figure 1). Therefore, a di-glycine mod-
ification on a lysine of a given peptide cannot unanimously be
attributed to either ubiquitin or NEDD8 conjugation.

Ubiquitin and NEDDS also show a remarkable similarity in
their three-dimensional structure and key residues are conserved
between the two proteins, most prominently three amino acids
(L8, 144, and V70) in the hydrophobic patch that are involved in
mediating ubiquitin-protein interactions (Rao-Naik etal., 1998;
Whitby etal., 1998; Choi etal., 2009; Girdwood etal., 2011).
Thus, a high substrate specificity is required to avoid leakage
of ubiquitin or NEDDS into the respective other modification
pathway. Indeed, it has become apparent in the last years that
there is a crosstalk between the NEDD8 and ubiquitin conju-
gation machineries (Hjerpe etal., 2012b; Leidecker etal., 2012;
Singh etal., 2012). NEDD8 can be activated by the ubiquitin E1
UBA1 and once activated is conjugated to substrates in a man-
ner similar to ubiquitin (Singh etal., 2012). Inversely, however,
NAE specifically activates NEDD8 and does not use ubiquitin as
a substrate (Singh etal., 2012). NEDDS8 is incorporated in the
ubiquitin pathway by UBAI when the ratio of free NEDDS to
free ubiquitin, which under normal conditions is close to one,
shifts toward NEDDS8 (Hjerpe etal., 2012a; Leidecker et al., 2012).
The leakage of NEDDS8 into the ubiquitin pathway leads to the
formation of mixed chains with NEDDS8 possibly functioning
as chain terminator. This mechanism is likely the explanation
for the identification of NEDD8 chains in a proteomic study
by Jones etal. (2008) using overexpression of a tagged NEDDS8
construct. The ability of NEDDS8 to form chain linkages is not
essential in vivo as demonstrated by the viability of a Schizosac-
charomyces pombe strain carrying a Ned8p mutant construct
where all lysine residues that could potentially engage in chain
formation were mutated to alanine (Girdwood et al.,2011). Deple-
tion of cellular ubiquitin levels can be caused by knockdown or
inhibition of the 26S proteasome but can also have physiologi-
cal causes such as temperature or oxidative stress (Hjerpe etal.,
2012a; Leidecker etal., 2012). While this atypical neddylation has
been proposed to act as a stress response to ubiquitin deple-
tion, it is still unclear whether this type of atypical neddylation is

biologically relevant in vivo (Hjerpe etal., 2012a; Leidecker etal.,
2012).

NOVEL NEDDYLATION SUBSTRATES

As outlined above, various studies have led to the identification of
novel NEDD8-modified proteins. At the biochemical level, these
proteins belong to different protein families including E3 ubiquitin
ligases or transcription factors and neddylation has been shown
to positively or negatively interfere with their activity (Table 1).
Neddylation changes the biochemical properties of its target pro-
teins by inducing conformational changes as well as allowing or
precluding protein-protein interactions. Apart from its pleiotropic
effects on protein degradation through CRL neddylation, neddy-
lation has a prominent role in cell cycle regulation and cellular
stress response pathways in human cells and has also been linked
to Alzheimer and Parkinson disease (Table 1). In plants, the only
known non-cullin neddylation substrates are DAMAGED DNA
BINDING PROTEIN1 (DDB1) and ML3 from Arabidopsis. DDB1
is a subunit of a cullin4 E3 ubiquitin ligase and therefore biochemi-
cally close to the cells neddylation machinery (Hotton etal., 2012).
ML3 is a protein with intriguing cell biological features that plays
a role in pathogen responses (Hakenjos etal., 2013). Interestingly,
there is also evidence that ML3 has the ability to bind neddylated
proteins in a non-covalent manner. Since the precise biochemical
function of ML3 remains to be determined, it is at present unclear
what role neddylation has in the control of ML3 function.

Given the very recently acquired understanding of the close
interplay between ubiquitylation and neddylation, new and old
neddylation targets should undergo close scrutiny to ensure that
they are genuine targets for NEDD8 modification (Hjerpe etal.,
2012b). A catalog of appropriate characterization criteria has been
published (Rabut and Peter, 2008).

CONCLUSION

In this review, we have summarized the current knowledge of
the neddylation pathway in eukaryotes with an emphasis on the
role of neddylation in plants. While the enzyme pathway for the
conjugation and deconjugation of NEDD8 has been elucidated
in plants, findings from other eukaryotic model organisms sug-
gest that there are more, unknown players in this pathway that
need to be identified to gain a full understanding of the process
and its regulation. Particularly the areas of NEDD8 processing,
NEDDS ligases and the identification of non-cullin NEDD8 sub-
strates will require further detailed investigations in the future.
Also the presence of ubiquitin-NEDDS fusion proteins is unique
to plants. The analysis of their processing could bear information
that may allow understanding how the highly homologous ubig-
uitin and NEDDS8 proteins were derived from each other during
evolution.
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DENEDDYLASE1 Deconjugates NEDD8 from Non-Cullin
Protein Substrates in Arabidopsis thaliana

Julia Mergner,! Stephanie Heinzimeir,? Bernhard Kuster,® and Claus Schwechheimer?1

a2Plant Systems Biology, Technische Universitat Minchen, 85354 Freising, Germany
b Proteomics and Bioanalytics, Technische Universitat Miinchen, 85354 Freising, Germany

The evolutionarily conserved 8-kD protein NEDD8 (NEURAL PRECURSOR CELL EXPRESSED, DEVELOPMENTALLY DOWN-
REGULATEDS) belongs to the family of ubiquitin-like modifiers. Like ubiquitin, NEDDS8 is conjugated to and deconjugated from
target proteins. Many targets and functions of ubiquitylation have been described; by contrast, few targets of NEDD8 have been
identified. In plants as well as in non-plant organisms, the cullin subunits of cullin-RING ES3 ligases are NEDD8 conjugates with
a demonstrated functional role for the NEDD8 modification. The existence of other non-cullin NEDD8 targets has generally been
questioned. NEDDS is translated as a precursor protein and proteolytic processing exposes a C-terminal glycine required for
NEDDS conjugation. In animals and yeast, DENEDDYLASE1 (DEN1) processes NEDD8. Here, we show that mutants of a DEN1
homolog from Arabidopsis thaliana have no detectable defects in NEDD8 processing but do accumulate a broad range of
NEDDS8 conjugates; this provides direct evidence for the existence of non-cullin NEDD8 conjugates. We further identify AUXIN
RESISTANT1 (AXR1), a subunit of the heterodimeric NEDD8 E1 activating enzyme, as a NEDD8-modified protein in den1 mutants
and wild type and provide evidence that AXR1 function may be compromised in the absence of DEN1 activity. Thus, in plants,

neddylation may serve as a regulatory mechanism for cullin and non-cullin proteins.

INTRODUCTION

NEDD8 (NEURAL PRECURSOR CELL EXPRESSED, DE-
VELOPMENTALLY DOWN-REGULATEDS), in Arabidopsis thaliana
also known as RUB (RELATED TO UBIQUITIN), is an evolutionarily
conserved 8-kD protein closely related to ubiquitin (Rao-Naik et al.,
1998; Hochstrasser, 2009). Like ubiquitin, NEDD8 is conjugated to
substrate proteins through an enzymatic cascade that includes the
E1 NEDDS activating enzyme (NAE); in Arabidopsis, NAE is a het-
erodimer of AXR1 (AUXIN RESISTANT1) or AXL (AXR1-LIKE)
and ECR1 (E1 C-TERMINAL RELATED1). The NEDD8-conjugating
cascade also includes an E2 conjugating enzyme; in Arabidopsis,
this is RUB1 CONJUGATING ENZYME1 (RCE1; Pozo et al., 1998;
del Pozo and Estelle, 1999; del Pozo et al., 2002; Dharmasiri et al.,
2007; Woodward et al., 2007). NEDDS is ultimately conjugated to
its protein substrate with the help of E3 NEDDS ligases like RBX1
(RING BOX1), a constitutive subunit of cullin-RING E3 ubiquitin
ligases (CRLs), and DEFECTIVE IN CULLIN NEDDYLATION (DCN;
Gray et al., 2002; Duda et al., 2008; Kurz et al., 2008).

The cullin subunits of CRLs are the best-characterized sub-
strates for NEDD8 conjugation (neddylation) (Duda et al., 2008;
Huang et al., 2008). Cullin neddylation is promoted by the CRL
core subunit RBX1 and required for the assembly of functional
CRL complexes that ubiquitylate their cognate substrate pro-
teins to target them for degradation by the 26S proteasome
(Gray et al., 2002; Duda et al., 2008). CRL function and protein
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complex assembly are antagonized by cullin deneddylation
through the COP9 signalosome (CSN) (Schwechheimer et al.,
2001; Wei et al., 2008; Schwechheimer and Isono, 2010; Lingaraju
et al., 2014). Arabidopsis mutants for all eight CSN subunits have
been described, including mutants for the paralogous proteins
CSN5A and CSN5B, which are the deneddylating subunits of CSN
(Gusmaroli et al., 2004, 2007; Dohmann et al., 2005). Whereas csn
loss-of-function mutants display the strong characteristic consti-
tutively photomorphogenic (cop) phenotype and accumulate cull-
ins in their NEDD8-modified form, mutants partially impaired in
CSN function, such as csnba and csnbb, have comparatively mild
phenotypes and are only partially defective in cullin deneddylation
(Gusmaroli et al., 2004, 2007; Dohmann et al., 2005).

Proper neddylation is essential for plant development. Arabi-
dopsis mutants lacking two of the three RUB genes (Bostick et al.,
2004) or mutants defective in both paralogous subunits of the
NAE, AXR1 and AXL, have severe developmental defects begin-
ning during embryogenesis (Leyser et al., 1993; Dharmasiri et al.,
2007; Hotton et al., 2011). Weaker mutants, such as axr1 single
mutants, undergo largely normal embryo differentiation but have
substantial growth defects, including a strong insensitivity to the
phytohormone auxin when grown on medium containing auxin
concentrations that inhibit root growth in the wild type (Lincoln
et al., 1990; Leyser et al., 1993; Schwechheimer et al., 2002). The
auxin insensitivity of the axr7 mutants can be explained by im-
paired functionality of their cognate E3 ligase SCFT'R! and related
CRLs and, consequently, an inability to degrade the auxin-labile
AUX/IAA repressor proteins such as AXR2 and AXR3 (Gray et al.,
2001). This auxin insensitivity can also be observed when wild-
type seedlings are treated with the NAE inhibitor MLN4924, which
blocks NEDD8 conjugation in an MLN4924 concentration-
dependent manner (Brownell et al., 2010; Hakenjos et al., 2011).
Auxin-insensitive root growth is thus an indicator for defects in
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neddylation and SCFT'R" function. Importantly, weak mutants of
CSN such as csnba and csn5b mutants also display this phe-
notype, suggesting that an adequate balance of neddylation and
deneddylation is required for proper CRL and SCF™R" function
(Schwechheimer et al., 2001; Gusmaroli et al., 2004, 2007;
Dohmann et al., 2005).

Ubiquitin and ubiquitin-like modifiers such as SMALL UBIQUITIN-
LIKE MODIFIER (SUMO) modify hundreds of distinct target proteins
and thereby affect protein activity or fate (Miller and Vierstra, 2011;
Vierstra, 2012; Kim et al., 2013). Therefore, it is surprising that, to
date, only cullins have been recognized as bona fide NEDD8 mod-
ification substrates. For NEDD8, a number of non-cullin NEDD8-
modified proteins have previously been identified, mainly in animal
systems (Xirodimas, 2008; Mergner and Schwechheimer, 2014;
Enchev et al., 2015), but recent observations of nonspecific crosstalk
between the ubiquitin and the NEDD8 conjugation machineries
suggests that at least some of these neddylation substrates may
in fact be ubiquitylation substrates that have become neddylated
rather than ubiquitylated as a consequence of NEDD8 over-
expression (Hjerpe et al.,, 2012a, 2012b). It has thus been
questioned whether other biologically relevant non-cullin neddyla-
tion substrates exist in eukaryotes (Enchev et al., 2015). In plants, to
date, only one non-cullin substrate, ML3, has been biochemically
validated, although the existence of others has been proposed
(Hakenjos et al., 2011, 2013; Hotton et al., 2012). However, the bi-
ological significance of ML3 neddylation remains to be elucidated
since the function of ML3 itself is unknown (Hakenjos et al., 2013).

The Arabidopsis genome encodes three distinct NEDDS8-
encoding RUB genes belonging to two structurally distinct fami-
lies (Rao-Naik et al., 1998). Whereas Arabidopsis RUB3 encodes
a NEDDS8 precursor with a C-terminal extension, RUB7 and RUB2
additionally bear an N-terminal extension with full-length ubiquitin
(Rao-Naik et al., 1998). Mature NEDDS is derived from these
precursors through the N- and C-terminal processing of these
extensions. DEN1/NEDP1/SENP8 (DENEDDYLASE1/NEDD8-
SPECIFIC PROTEASE1/ SENTRIN-SPECIFIC PROTEASES; hitherto
DEN1) was originally described from Drosophila melanogaster and
mammals as a NEDD8-specific processing enzyme (Gan-Erdene
et al., 2003; Mendoza et al., 2003; Wu et al., 2003; Shen et al.,
2005; Chan et al., 2008; Shin et al., 2011). In addition, several
ubiquitin C-terminal hydrolases from animals and yeasts were
shown to possess a dual specificity for ubiquitin and NEDD8
processing (Wada et al., 1998; Johnston et al., 1999; Linghu
et al., 2002; Hemelaar et al., 2004; Frickel et al., 2007; Yu et al.,
2007). Although NEDD8 and neddylation are essential in many
organisms, none of the mutants described to date from any
organism for these NEDD8 processing enzymes are inviable or
have an apparent defect in NEDD8 processing. It has therefore
been suggested that the different enzymes may act in a func-
tionally redundant manner (Enchev et al., 2015).

Based on sequence similarities, we and others have recently
identified four proteins as candidates for NEDD8 processing
enzymes from Arabidopsis: a DEN1 homologous protein be-
longing to the C48 peptidase family (Colby et al., 2006; Mergner
and Schwechheimer, 2014) as well as three C12 family peptidases
UCH1 (UBIQUITIN CARBOXYL-TERMINAL HYDROLASE1), UCH2,
and UCHS3 (Yang et al., 2007). Here, we examine the DEN1 ho-
mologous protein as well as den? mutants from Arabidopsis. We

show that DEN1 is not essential for NEDD8 processing but required
for protein deneddylation since den? mutants accumulate a broad
range of NEDD8 conjugates. Furthermore, we show that AXR1 is
one abundant NEDD8 conjugate in den1 mutant plants and provide
evidence that AXR1 function may be compromised in these mu-
tants. We thus conclude that many non-cullin NEDD8-modified
proteins exist in plants and that neddylation and deneddylation may
function as regulatory mechanisms of non-cullin proteins in plant
development.

RESULTS

Arabidopsis den1 Mutants Accumulate NEDD8 Conjugates

Human DEN1 was originally identified as a protein capable
of processing the C terminus of NEDD8 propeptides. To un-
derstand NEDD8 precursor processing in Arabidopsis, we ana-
lyzed AT5G60190, the closest homolog of human and Drosophila
DEN1 from Arabidopsis (Supplemental Figure 1). DEN1 belongs
to the family of cysteine proteases, and Arabidopsis AT5G60190
is a predicted active protease based on the conservation of the
residues critical for this biochemical activity (Figure 1A). Due to
the overall sequence conservation, the conservation of the active
site as well as the biochemical activities of AT5G60190 described in
due course, we designated this protein DEN1. We further isolated
two den? mutant alleles, den7-1 and den7-2, from the GABI-Kat
(Rosso et al., 2003) and the SAIL (Sessions et al., 2002) T-DNA
insertion mutant collections, respectively (Figure 1A). Both mutant
alleles carry insertions in close proximity to the catalytic center of
the cysteine protease, and the insertions would therefore be pre-
dicted to strongly impair protein function.

In Arabidopsis, mature NEDDS is the product of the proteolytic
processing of the precursors derived from RUB1, RUB2, and
RUB3 (Rao-Naik et al., 1998). Whereas RUB3 encodes an un-
fused NEDD8 that only requires C-terminal processing, RUB1 and
RUB2 encode UB (ubiquitin)-NEDD8 chains that are processed at
the UB and NEDD8 C termini, respectively. When we probed total
protein extracts of the wild type and den7 mutants with an anti-
NEDDS8 antibody that recognizes all three Arabidopsis NEDD8
isoforms (Hakenjos et al., 2011), we observed that NEDD8 pro-
cessing was not detectably defective in the den7 mutants since
the levels of mature unconjugated NEDD8 and NEDD8-conjugated
cullins were indistinguishable between the mutant and the wild
type (Figure 1B; Supplemental Figure 2). Surprisingly, however,
den1 mutants accumulated NEDD8-modified proteins of a broad
molecular mass range (Figure 1B; Supplemental Figure 2). Par-
ticularly prominent were two abundant NEDD8-modified proteins
with an apparent molecular mass of 72 and 130 kD, which we
designated p72 and p130 (Figure 1B; Supplemental Figure 2).
Since the accumulation of the non-cullin as well as the cullin
NEDDS8 conjugates was reduced in the den7 mutant following
treatment with the NAE inhibitor MLN4924, we concluded that not
only the cullins but also the other non-cullin NEDD8-modified
proteins were substrates downstream of NAE (Figure 1C). Despite
the fact that the den7 mutants had a prominent molecular phe-
notype, we did not observe any apparent growth defects when
examining the mutants in standard growth conditions or following
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Figure 1. den? Mutants Accumulate NEDD8 Conjugates.

(A) Scheme of the DEN1 gene and positions of the respective T-DNA insertions in den7-1 and den7-2 mutants. The open reading frame is shown as
a block box, untranslated regions as gray boxes, and the single intron as a line. Arrowheads mark the position of the histidine (H), aspartic acid (D), and
cysteine (C) codons of the catalytic triad. The amino acids surrounding the catalytic triad are highly conserved among eukaryotes as shown by the
alignment of the corresponding protein sequences from Arabidopsis DEN1 (At_DEN1), human DEN1 (Hs_NEDP1), and Drosophila DEN1 (Dm_Den1).
(B) Immunobilot (IB) with an anti-NEDD8 antibody of total protein extracts (150 pg) from 7-d-old light-grown seedlings. NEDD8 (N8) and N8 conjugates
are marked on the right; an asterisk indicates a background cross-reactive band unrelated to N8. For a phenotypic analysis of the den7-2 mutant allele,
see Supplemental Figure 2.

(C) Immunoblot with anti-NEDD8 antibody of total protein extracts (60 pg) from 7-d-old seedlings grown on GM or GM supplemented with 10 pM
MLN4924. The two parts of the immunoblot come from the same experiment and same exposure but were spliced together. An immunoblot with an
anti-CDC2 antibody serves as loading control. Based on its insensitivity to MLN4924 treatment, we consider the band at ~100 kD, marked with an
asterisk, as a cross-reaction of the NEDD8 antibody.

(D) Phenotype of 4-week-old wild-type and den7-1 mutant plants grown under constant light. The den7-1 mutants have no apparent phenotypes.

a diverse set of treatments (Figure 1D). In summary, we concluded these analyses also led us to the conclusion that DEN1 does not
that the loss of DEN1 as a candidate C-terminal NEDD8 hydrolase deneddylate cullins in planta.

was not sufficient to detectably impair NEDD8 processing in planta While the loss of both CSN5 isoforms in the csnba csn5b mutant
but resulted in the accumulation of a broad range of NEDD8 con- resulted in seedling growth arrest, single mutants of CSN5A or
jugates, presumably DEN1 deneddylation targets. Since the two CSNS5B are viable and only csn5a mutants have clearly apparent
available den1 mutant alleles had identical molecular pheno- growth phenotypes (Gusmaroli et al., 2004; Dohmann et al., 2005).
types, we performed all subsequent analyses with den7-1. To examine the possibility of a genetic interaction between DEN1

and CSN5, we introduced the den1 mutation into csn5 single and
DEN1 Does Not Deneddylate Cullins in Planta double mutants. However, the phenotypic analyses indicated that

the csnba den1 double mutants, as well as the csnba csnbb dent
The CSN subunit CSN5 deneddylates the cullin subunits of  triple mutants, had the phenotypes of the respective csn5 mutants
cullin-RING ligases, such as CULLINT and CULLIN4. At the  (Figure 2C). Furthermore, at the molecular level, csn5a den? double
molecular level, csn5a single as well as csnda csn5b double mutants had the combined deneddylation defects of the respective
mutants accumulate NEDD8-conjugated cullins but not other single mutants (Figure 2A). We thus concluded that DEN1 and
NEDD8-modified proteins (Figure 2A) (Dohmann et al.,, 2005). I CSNS5 interact in an additive manner in Arabidopsis and may have

other systems, DEN1 homologs were reported to also deneddy- 5 differential set of deneddylation substrates in planta.
late cullins (Mendoza et al., 2003). In contrast, we found that the

pattern of neddylated protein accumulation in the den7 mutant
was distinct from the pattern detected in the csn5a mutant,
suggesting that DEN1 and CSN5 may have distinct protein sub- We next tested the ability of recombinant DEN1 to deneddylate
strate ranges (Figure 2A). Since we occasionally observed slight NEDDS8 conjugates. To this end, we added purified glutathione
variations in cullin neddylation between different protein samples S-transferase (GST)-tagged wild-type DEN1 and DEN1C166A,
when we detected cullin neddylation with the NEDD8 antibody, a predicted inactive DEN1 variant with an alanine replacement
we also compared the cullin neddylation patterns with anti- mutation of the catalytically important Cys-166, to total protein
CULLIN1 and anti-CULLIN4 antibodies (Figure 2B). However, extracts from csn5a den1 double mutants. In these experiments,

DENT1 Is a Deneddylating Enzyme
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(A) Immunobilot (IB) with an anti-NEDD8 antibody of total protein extracts (60 pg) from 7-d-old seedlings. NEDD8 (N8) conjugates are indicated on the
right. An asterisk denotes a background cross-reactive band unrelated to N8.

(B) Immunoblot analyses of total protein extracts (30 pg) prepared from 7-d-old seedlings and probed with anti-CULLIN1 (CUL1) and anti-CULLIN4
(CUL4) antibodies. Open circles mark the NEDD8 (N8)-conjugated and filled circles the unconjugated forms of the cullins. A cross-reacting band of the

anti-CUL1 blot serves as loading control.

(C) Representative photographs of 7-d-old light-grown seedlings of the wild-type and homozygous mutant seedlings as specified in the figure. Bars =

5 mm.

we observed that non-cullin but also cullin NEDD8 conjugates were
hydrolyzed by catalytically active but not by catalytically inactive
DEN?1 (Figure 3A). We thus concluded that DEN1 has the ability to
deconijugate cullin and non-cullin NEDD8 conjugates in vitro. Since
our analyses of den? mutants had suggested that DEN1 cannot
deconjugate cullins in planta, we introduced transgenes for the
overexpression of untagged and FLAG epitope-tagged DEN1 into
the den mutant. In line with our previous results, the expression
of DEN1 in the den1 background did not affect cullin (de)neddy-
lation, even when DEN1 was strongly overexpressed from the
35S:FLAG:DENT1 transgene, but did result in the disappearance of
the non-cullin NEDD8 conjugates (Figure 3B). We thus confirmed
our previous observations that DEN1 does not hydrolyze ned-
dylated cullins in planta.

The differences between the in vivo and in vitro deneddylation
activity of DEN1 may be explained by the differential protein lo-
calization of DEN1 and the predominantly nuclear cullins (Figures
3A and 3B) (del Pozo et al., 2002). We therefore examined the
nucleo-cytoplasmic partitioning of DEN1 by differential centrifu-
gation of total protein extracts prepared from the 35S:FLAG:DEN1
transgenic line. Here, we found that DEN1 accumulated in the
cytoplasmic and in the nuclear fraction, whereas the vast majority
of NEDD8 conjugates accumulated in the nuclear fraction (Figure
3C). This nucleo-cytoplasmic partitioning of the DEN1 protein was
also confirmed when we examined the cellular distribution of
a YELLOW FLUORESCENT PROTEIN (YFP)-tagged DEN1:YFP:
HA using confocal microscopy in a stably transformed line ex-
pressing a 35S:DEN1:YFP:HA transgene (Figure 3D). Like the other
transgenes used in this study, 35S:DEN1:YFP:HA fully com-
plemented the molecular phenotype of den1 mutants (Supplemental
Figure 3). Unfortunately, the sensitivity of the anti-DEN1 antibody
only allowed detection of the protein in the overexpression lines, and
it can therefore not be stated with absolute certainty that the dis-
tribution of the DEN1 protein as observed in the overexpression
lines correctly reflects the intracellular distribution of endogenous
DEN?1 in planta.

Since at least one report has so far described a physical
interaction between DEN1 and CSN5 or the CSN complex
(Christmann et al., 2013), we also examined a possible in-
teraction between DEN1 and CSN5 in Arabidopsis. However,
following immunoprecipitation of FLAG:DEN1 from plants, we did
not detect CSN5 after probing DEN1 immunoprecipitates with
a CSN5 antibody (Figure 3E). Along the same lines, our analysis of
DEN1 and CSN5 distribution by size exclusion chromatography
indicated that DEN1 was a predominantly monomeric protein that
elutes with a profile that is distinct from that of CSN5, which
elutes as a subunit of the CSN protein complex and as a CSN5
monomer (Supplemental Figure 4). From these experiments, we
concluded that DEN1 may be present in the cytoplasm and in the
nucleus, that it deneddylates nuclear non-cullin NEDD8 con-
jugates, and that it acts independently from CSNS5 in vivo.

DEN1 Can Process RUB1 in Vitro

DEN1 was originally identified as an enzyme required for NEDD8
precursor processing (Gan-Erdene et al., 2003; Mendoza et al.,
2003; Wuetal, 2003; Shen et al., 2005; Chan et al., 2008; Shin
et al., 2011). Since the processing of the Arabidopsis NEDD8
RUB precursors was not detectably affected in the den7 mutant,
we tested the enzymatic activity of DEN1 toward an artificial re-
combinant substrate, UB:NEDD8:His. UB:NEDD8:His encodes
a His-tagged variant of the endogenous UB (ubiquitin)-NEDD8 fu-
sion protein as found in Arabidopsis RUB1 and RUB2. Incubation
with purified wild-type DEN1 but not with the catalytically inactive
DEN1C166A led to the release of a cleaved protein corresponding
to the C-terminally processed UB-NEDDS8 (Figure 4A). This in-
dicated that Arabidopsis DEN1, just like its mammalian coun-
terparts, was able to process the C terminus of NEDD8 but not
the C terminus of ubiquitin in vitro. We then exchanged the UB
and NEDD8 moieties to generate NEDD8:UB:His to examine
whether DEN1 was able to process NEDDS8 also in the context of
a longer C-terminal extension and, conversely, whether DEN1
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Figure 3. DEN1 Deneddylates Nuclear Non-Cullin NEDD8 Conjugates in Planta.

(A) Immunoblots (IB) of total protein extracts (52 ug) prepared from 7-d-old seedlings probed with anti-NEDD8 and anti-CULLIN1 (CUL1) antibodies.
Prior to gel loading, the protein extracts were incubated with purified recombinant DEN1 or the enzymatically inactive DEN1C166A as specified in the
figure. Filled and open circles indicate free CUL1 and CUL1-N8 conjugates, respectively. A cross-reacting band of the CUL1 antibody serves as loading

control.

(B) Immunoblot analysis of crude protein (60 pg) extracts prepared from 7-d-old seedlings. Blots were probed with antibodies against NEDD8 (N8) and
DEN1. N8 conjugates are marked on the right; an asterisk indicates a background cross-reactive band unrelated to N8.

(C) Immunoblots of total protein extracts (CE), cytoplasm (CF), and nuclear fractions (NF) obtained from protein extracts prepared from 14-d-old
seedlings. Blots were probed with anti-NEDDS, anti-flag (DEN1), anti-UGPase, and anti-CDC2 antibodies.

(D) Confocal microscopy image of root epidermis cells from 6-d-old seedlings expressing DEN1:YFP:HA.

(E) Immunoprecipitation (IP) of FLAG:DEN1 from 7-d-old seedlings with anti-flag agarose. Blots were probed with anti-CSN5 and anti-DEN1. CR, crude

input control.

was able to process ubiquitin with a shorter C-terminal exten-
sion. However, DEN1 could neither cleave NEDD8 when present
in the NEDD8:UB arrangement nor process the ubiquitin C ter-
minus of NEDD8:UB:His, indicating that it was specific for the C-
terminal processing of the NEDD8 moiety of the Arabidopsis
RUB propeptides (Figure 4B).

At the same time, we also examined the processing activity of
the related cysteine protease UCH3, whose counterpart from the
mammalian system has a dual specificity for ubiquitin and NEDD8
processing (Wada et al., 1998; Mergner and Schwechheimer,

2014). In our experiments, UCH3 efficiently cleaved the His C
terminus of UB:NEDDB8:His as well as the NEDD8:UB:His sub-
strate, indicating that Arabidopsis UCH3 also possessed, at least
in vitro, a dual specificity for NEDD8 and ubiquitin C-terminal
processing (Figures 4A and 4B). However, just like DEN1, UCH3
was also unable to cleave after NEDD8 or UB when these proteins
represented the N-terminal moieties of the fusion proteins. To
further examine the DEN1 and UCH3 enzyme activities, we in-
cubated recombinant DEN1 and UCHS3 with total protein extracts
from plants expressing an N-terminally HA-tagged NEDDS8, HA:
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Figure 4. In Vitro Activity of DEN1.

(A) and (B) Processing of UB:NEDDS8:His (A) or NEDD8:UB:His (B) with
purified DEN1, DEN1C166A, and UCH3 and analyses by SDS-PAGE
using Coomassie blue (CBB) staining. Purified enzymes and the un-
processed and processed form of UB:NEDD8:His or NEDD8:UB:His are
marked by arrowheads.

(C) Immunoblot with anti-HA antibody of crude protein extract from 7-d-
old HSN seedlings following induction with dexamethasone and incubation
with purified DEN1 or UCH3. The HA:NEDD8 monomer is indicated by a an
arrowhead.

NEDDS, expressed from a dexamethasone-inducible vector sys-
tem and examined NEDD8 conjugate abundance by immuno-
blotting. Already after 30 min, DEN1 had almost completely
deneddylated all NEDD8 conjugates from these extracts, whereas
UCHS3 did not affect NEDD8 conjugate abundance (Figure 4C).
Thus, whereas UCH3 can process C-terminal extensions from
NEDDS as well as ubiquitin, it is unable to process NEDD8-protein
conjugates. Conversely, DEN1 is specific for the C-terminal pro-
cessing of NEDD8 precursors, at least in vitro, but can also hy-
drolyze NEDDB8 protein conjugates.

DEN1 Is a Ubiquitin-Modified Protein

To gain an understanding of possible molecular associations of
DEN1 with other proteins, we also analyzed immunoprecipitates
of FLAG:DEN1 by mass spectrometry. In line with our findings
that DEN1 was seemingly a monomeric protein (Supplemental
Figure 4), we did not detect any stoichiometric protein inter-
actors when analyzing FLAG:DEN1 immunoprecipitates (Figure
5; Supplemental Data Set 1). Interestingly, however, we ob-
tained an indication that DEN1 was modified by either ubiquitin
or NEDDS8 (Supplemental Figures 5A, 5B, and 6). Since, follow-
ing trypsin digestion, both modifiers, ubiquitin or NEDD8, leave
an identical mass footprint corresponding to two glycines on
their substrate proteins, it is not possible to distinguish between

these two modifications solely based on these mass spec-
trometry results. We therefore probed the FLAG:DEN1 im-
munoprecipitates with antibodies directed against NEDD8 and
ubiquitin. Whereas we did not obtain a signal with the NEDD8
antibody, we detected at least two high molecular mass forms of
DEN1 with the ubiquitin antibody (Figure 5). Since the mass
spectrometric analysis suggested that the ubiquitin modification
resided at one of two adjacent lysine residues, Lys-217 and Lys-
218, at the DEN1 C terminus (Supplemental Figures 5A and 5B),
we also generated transgenic lines for the expression of DEN1
mutant variants where both lysines were replaced by arginine
(Supplemental Figure 5C). Indeed, mutagenesis of these resi-
dues abolished the ubiquitylation of DEN1, suggesting that one
of these two lysines or both lysine residues are ubiquitylation
sites in DEN1 in planta (Supplemental Figure 5C).

We also tested whether the ubiquitin conjugation of DEN1
was required for its biochemical activity as a deneddylase and to
this end examined the neddylation patterns of den? mutants in
the absence and presence of wild-type and mutant DENT
transgenes. However, we found that the activity of DEN1 was
not compromised by the mutation of the ubiquitylation site
(Supplemental Figure 5D). Finally, since ubiquitin conjugation
may target the protein for proteasomal degradation, we also
examined the stability of DEN1 following treatment of plants for
up to 8 h with the protein biosynthesis inhibitor cycloheximide
(Supplemental Figure 5E). Since the protein abundance of DEN1
was unaltered when we compared the wild type and the mutant
DEN1 protein, we concluded that DEN1 ubiquitylation affected
neither its deneddylation function nor its protein stability.

AXR1 Corresponds to the NEDD8-Modified Protein p72

In order to identify NEDD8 conjugates that accumulated in the
den1 mutant, we performed a two-step purification of a His- and
Strepll-tagged NEDD8 expressed from a 2-kb RUB1 promoter
fragment. Samples were analyzed by mass spectrometry after
the first native purification step using the Strepll-tag and after a
second denaturing purification step using the His-tag (Supplemental
Figure 7 and Supplemental Data Set 2). One of the proteins that
attracted our attention was the AXR1 subunit of the NAE. AXR1
was strongly enriched after both purification steps, and AXR1
was thereby distinguishable from its interaction partner ECR1,
which was only enriched after the first nondenaturing purifica-
tion step (Figure 6A). We took this as an indication that AXR1
itself might be a neddylated protein and introduced the axr?
mutant and a previously published AXR1,,:10myc:AXR1 (myc:
AXR1) transgene into the den? mutant background (Hotton
et al., 2011). When we analyzed NEDD8 conjugate formation in
the den1 axr1 background, we detected a decrease in the intensity
of the p72 band specific for den? in line with the hypothesis that
p72 corresponded to a NEDD8-modified form of AXR1 (Figure 6C).
Although the p72 band was not completely abolished in the dent
axr1 mutant, we reasoned that AXL, the functional ortholog of
AXR1, might be responsible for the residual staining at the mo-
lecular mass corresponding of p72. In further support of AXR1
being a NEDD8-modified protein in den? mutants, we detected
a novel high molecular mass form of AXR1 that was present in the
den1 mutant but not in the wild-type background when probing
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Figure 5. DEN1 Is Ubiquitinated.

Immunoprecipitation of FLAG:DEN1 from 7-d-old 35S:DEN1 and 35S:FLAG:DEN1 seedlings with anti-flag agarose. Left panel, silver stain of total
protein. The three blots on the right were probed with anti-flag, anti-ubiquitin, and anti-NEDD8 antibodies. Triangles indicate FLAG:DEN1, and asterisks
indicate FLAG:DEN1 carrying mono- and diubiquitin modification. In the silver-stained gel (left panel), the diubiquitin-modified DEN1 is obscured by
a background band and can therefore only be presumed at the indicated position based on its migration in the immunoblot. IP, immunoprecipitation; IB,

immunoblot.

extracts of myc:AXR1 plants with an anti-myc antibody (Figures
6B and 6C). Since this putatively neddylated form of myc:AXR1
comigrated with the neddylated forms of the cullins, we could
not confirm the neddylation of myc:AXR1 using the NEDD8 an-
tibody (Figure 6B). Instead, we tested the sensitivity of this protein
to deneddylation by recombinant DEN1 and confirmed in this way
the accumulation of myc:AXR1 as a neddylated protein in den?
mutants (Figure 6C). We also tested using immunoprecipitations
of myc:AXR1 from axr7-30 mutant seedlings complemented with
the myc:AXR1 transgene whether neddylated AXR1 was also
detectable in the absence of the den7 mutation. Indeed, we were
able to readily detect neddylated AXR1 from this background,
indicating that AXR1 neddylation is a common posttranslational
modification of this NAE protein (Figure 6D). We thus concluded
that p72 corresponds to neddylated AXR1, and possibly also to
a neddylated form of the closely related AXL, that AXR1 is neddylated
in planta also in the presence of DEN1, and that DEN1 is required
for the removal of this posttranslational AXR1 modification. Un-
fortunately, the mass spectrometric results did not reveal a good
candidate for the second strongly accumulated neddylated protein
in den1 mutants, p130, and neither could we gain insights from
this analysis into the identity of the NEDDB8-conjugated lysine in
AXR1 (Supplemental Data Set 2).

Neddylated AXR1 May Be Functionally Impaired in
den1 Mutants

Auxin insensitive root growth is a hallmark phenotype of axr?
mutants (Lincoln et al., 1990). Since AXR1 was neddylated in
den1 mutants, we wanted to examine whether AXR1 neddylation
had an influence on the auxin sensitivity in roots of den1 mutants
as readout for AXR1 functionality. Whereas we did not detect
significant differences in the response to root growth inhibitory
concentrations of the synthetic auxin 2,4-D when comparing the
wild type and the den? mutant, we found that den? mutant roots
were less sensitive to 2,4-D than the wild type when the seedlings
were treated with the neddylation inhibitor MLN4924 (Figures 7A

and 7B). MLN4924 inhibits ECR1, which forms the NEDD8 E1
together with AXR1. Consequently, MLN4924 treatments lead
to a misregulation of cullin neddylation and, thus, the slight but
statistically significant increase in 2,4-D insensitivity as observed
in the MLN4924-treated den1 mutant. This finding would thus be
in line with a further reduction in E1 activity in addition to the
partial impairment of E1 function through AXR1 neddylation in
dent. A further indication for an impairment of AXR1 function in
the den1 mutant background came from our observation that
den axr1 double mutants expressing myc:AXR1 were less sen-
sitive to 2,4-D than the axr1 single mutant expressing myc:AXR1
(Figures 7C and 7D). Since it had previously been noted that this
particular myc:AXR1 transgene cannot fully complement the axr?1
mutant defect (Hotton et al., 2011), expression of myc:AXR1 may
be seen as a sensitized mutant background for such analyses. In
summary, our data provide evidence for a partial impairment of E1
function in the den7 mutants due to the accumulation of neddy-
lated AXR1.

DISCUSSION

We genetically and biochemically analyzed DEN1 from Arabi-
dopsis. The founding members of the DENT protein family were
originally described as enzymes specific for the processing of
NEDDS8 precursors in mammalian systems, and subsequent stud-
ies had implicated DEN1 from animals, yeasts, and fungi also in the
deneddylation of, e.g., cullins as bona fide NEDD8-conjugated
proteins (Gan-Erdene et al., 2003; Wu et al., 2003; Reverter et al.,
2005; Christmann et al., 2013). Our analysis of Arabidopsis DEN1
revealed that DEN1, although capable of processing the Arabi-
dopsis NEDD8 precursors in vitro, is not solely responsible for
precursor processing in planta since den? loss-of-function mutants
do not have any detectable defects in processing the Arabidopsis
RUB precursors. This is in agreement with observations from other
non-plant systems where the loss of any hitherto described NEDD8
processing enzyme including the NEDD8-specific enzyme DEN1
but also hydrolases with dual specificity for NEDD8 and ubiquitin
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Figure 6. AXR1 Is a Neddylated Protein.

(A) Graph of the log, ratio of relative (sample/control) raw abundance of peptides for AXR1 and ECR1 after mass spectrometric analysis following two
consecutive purification steps using nondenaturing (Strepll) and denaturing (His) conditions to purify His:Strepll:NEDD8 conjugates.

(B) Immunoblots (IB) of crude protein extracts from 7-d-old seedlings probed with anti-NEDD8, anti-myc, and anti-CDC2 antibodies. Filled and open
circles mark the position of the unmodified and modified form of myc:AXR1 in the anti-myc blot.

(C) Immunoblots with anti-myc and anti-NEDD8 antibodies of crude protein extracts from 7-d-old axr7-30 den1-1 myc:AXR1 seedlings incubated with
purified DEN1 or DEN1C166A. Crude protein extract from myc:AXR1 expressed in the wild-type background serves as a negative control. The
arrowheads indicate free myc:AXR1 and myc:AXR1-NEDD8 conjugates, respectively.

(D) Immunoblots of crude extracts (CR) and immunoprecipitations (IP) with anti-myc probed with anti-myc and anti-NEDD8 from the genotypes
indicated in the figure. The position of myc:AXR1-N8 is indicated by open circles.

does not lead to biochemically detectable processing defects or
developmental defects indicative for defects in NEDD8 precursor
processing (Mergner and Schwechheimer, 2014; Enchev et al.,
2015). Besides DEN1, the Arabidopsis genome encodes three
further candidate NEDD8 processing enzymes that have also an
additional predicted or tested specificity for ubiquitin processing,
UCH1, UCH2, and UCH3 (Mergner and Schwechheimer, 2014).
Previous work had shown that the defects in the related UCHT and
UCHZ2 genes would not lead to biochemically discernable ubiquitin-
processing defects, again arguing for a functional redundancy
among the different processing enzymes (Yang et al., 2007). Here,
we show that UCH3 has the predicted dual ubiquitin- and NEDD8-
processing activity when tested in vitro and we thus propose that
DEN1, UCHS3, and possibly also UCH1 and UCH2, which we and
others have been unable to recover as biochemically active re-
combinant proteins when purified from bacteria (Yang et al., 2007),

act in a functionally redundant manner in NEDD8 precursor
processing.

Our data show that DEN1 is essential for the deconjugation of
NEDDS8 from a broad range of neddylated proteins that accumulate
in the Arabidopsis den? mutants. Previous studies on DEN1 had
indicated that this protein may also deneddylate cullins (Wu et al.,
2003; Christmann et al., 2013). In contrast, our den? mutant and
DEN1 protein analysis reveal that DEN1, although possessing cullin
deneddylating activity in vitro, is not required for cullin deneddyla-
tion in planta, also not in the absence of the cullin deneddylating
CSN subunit CSN5. The differential substrate range of the de-
neddylating subunit CSN5 of CSN and DEN1 had previously been
attributed to the inaccessibility of the cullin NEDD8 modification
in the CRL ES3 ligases (Reverter et al., 2005; Duda et al., 2008). A
similar argument may also be used to explain the differences be-
tween the in vitro and in vivo activities of Arabidopsis DEN1, under
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Figure 7. AXR1 Neddylation Impairs 2,4-D-Responsive Growth.

(A) and (B) Quantitative analysis of root growth of 5-d-old wild-type seedlings and den7-7 mutants transferred from unsupplemented GM to GM

containing MLN4924 and 2,4-D for an additional 5 d.

(A) The relative root elongation was measured using ImageJ and normalized to the growth of the untreated roots. Average and se are shown (n = 12),

and asterisks indicate a significant difference (Student’s t test).

(B) Representative photographs of 10-d-old wild-type and den7-1 seedlings.

(C) and (D) Root growth assay with wild-type, den7-1, and different axr7 mutant lines. Five-day-old GM-grown seedlings were transferred to GM

containing 2,4-D (25, 50, 100, 250, and 500 nM) for 5 d.

(C) Root length was measured using ImagedJ and is shown as relative to the growth of the untreated roots. Average and st values are shown (n = 10).
(D) Representative photographs of 10-d-old seedlings transferred to media containing 50, 100, and 250 nM, respectively.

the premise that CRLs become instable and consequently
neddylated cullins accessible to DEN1 in the protein extracts
prepared for the respective deneddylation experiments.
Regardless of the functional interplay between DEN1 and CSN5,
which may be different between Arabidopsis, where we did not
detect an interaction, and Aspergillus nidulans or mammalian cells,
where such an interaction had been reported (Christmann et al.,
2013), our data clearly indicate the presence of NEDD8-modified
proteins other than cullins in planta. Although previous reports
about a nonspecificity of the NEDD8 and ubiquitin conjugation
machineries in certain experimental conditions had put into ques-
tion the existence of non-cullin NEDD8 conjugates, our observation
of an accumulation of such non-cullin NEDD8 conjugates in the
den1 mutant clearly proves their existence. In that regard, our
observation is comparable to similar observations with den? mu-
tants from A. nidulans and Drosophila where NEDD8 conjugate

accumulations had also been reported but have remained bio-
chemically unexplored (Chan et al., 2008; Christmann et al., 2013).
Taken together, these observations clearly demonstrate that pro-
tein neddylation is a common posttranslational modification of
many substrate proteins in the respective organisms.

Furthermore, our results identify AXR1 as a novel NEDD8-
modified protein that can be detected in this posttranslationally
modified form in a genotype comparable to the wild type (an
axr1 mutant complemented with an myc:AXR1 transgene under
control of the AXR1 promoter), and this form accumulates in the
den1 mutant. Our observation that AXR1 in the absence of the
deneddylating activity of DEN1 seems partially impaired in
protein function suggests that AXR1 neddylation serves to
negatively control protein activity and thus indicates that also
other as yet unidentified neddylated proteins may be regulated
by NEDD8 modification in plants.
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The uncertainty about the biological validity of previously reported
protein neddylation events as a consequence of the above men-
tioned risk of them being an artifact of specific biochemical con-
ditions has recently resulted in the compilation of a set of criteria
that must be fulfilled for a given protein to be considered a bona
fide NEDD8-modified protein (Enchev et al., 2015). According to
these criteria, the neddylation target should be conjugated via a
C-terminal glycine residue to its protein target. The DEN1 sen-
sitivity of the NEDD8 modification of AXR1 and the stability of the
modification under reducing conditions indirectly demonstrate that
AXR1 is modified in this manner. Second, genuine NEDD8-modified
proteins should be detectable as such under homeostatic
conditions in the presence of normal NEDD8 and substrate protein
availability. Since we can detect AXR1 in its neddylated form
from axr1-30 myc:AXR1 where myc:AXR1 is expressed from the
AXR1 promoter, we also see this criterion as being fulfilled. Third,
neddylation should be sensitive to treatments with the NAE inhibitor
MLN4924, and in agreement with this, we found AXR1 neddylation
to be reduced after MLN4924 treatment. Additionally, we suggest
that AXR1 neddylation impairs NAE function as concluded from
genetic and physiological analyses, and thereby we fulfill the further
criterion that protein neddylation has a consequence for the func-
tion of the neddylated protein. In conclusion, we judge that AXR1
is a bona fide NEDD8-modified protein from Arabidopsis. Future
research will have to elucidate the identity and control of further
NEDD8 conjugates, on the one side, and the mechanisms and
signals that control neddylation and its substrate specificity,
on the other.

METHODS

Biological Material

All experiments were performed in the Arabidopsis thaliana ecotype Co-
lumbia. den7-1 (GK381A12) and den1-2 (SAIL_588_H02) were obtained from
the Nottingham Arabidopsis Stock Centre and selected for homozygosity by
PCR-based genotyping. Other previously reported mutant lines were csnba-1
(SALK_063436), csn5a-2 (SALK_027705), csn5b-1 (SALK_077134), and
axr1-30 (SAIL_904_E06). den1-1 was crossed into the csn5a-2, csnba-1
csnbb double mutant, and myc:AXR1 axr7-30 mutant background, and
homozygous double and triple mutants were identified by PCR-based
genotyping. Primer sequences for genotyping are listed in Supplemental
Table 1. The transgenic AXR1,,:;myc:AXR1 (myc:AXR1) line was gener-
ously provided by Judy Callis (University of California, Davis, CA). The
transgenic line for the dexamethasone-inducible expression of HA:
STREP:NEDD8 was previously described (Hakenjos et al., 2011).

Cloning Procedures

To generate the DEN1 overexpression constructs 35S:FLAG:DEN1, 35S:
DEN1, and 35S:DEN1:YFP:HA, the DEN1 coding region was PCR amplified
from cDNA with primers 14 and 15 or 14 and 16 and cloned using Gateway
technology (Invitrogen) into pEarleyGate202 and pEarleyGate101, re-
spectively. Mutagenesis for DEN1K217218R was performed using a nested
PCR reaction with the primers 14 and 17 as well as 14 and 15 and sub-
sequent cloning of the fragment into pEarelyGate202. These transgenes
were introduced into the den7-1 mutant by the Agrobacterium tumefaciens-
mediated floral dip method (Clough and Bent, 1998).

To generate GST-tagged versions of DEN1 and UCHS, the respective
open reading frames were PCR amplified from cDNA using primer pairs
with additional BamHI (DEN1) or EcoRI (UCH3) restriction sites before and

Notl restriction sites after the translational start and stop codons, respectively.
After digestion, the PCR fragments were ligated into the pGEX6p-1 vector
(GE Healthcare). Mutagenesis of GST:DEN1 to obtain GST:DEN1C166A was
performed using Dpnl digestion-based site-directed mutagenesis with the
primers 22 and 23. UB:NEDD8:His was obtained by generating a PCR
fragment of AtRUB1 from Arabidopsis cDNA with primers 24 and 25 and
ligating the PCR fragment into pET21a (Novagen). The NEDD8:UB:His
construct was obtained by overlap extension PCR with the primers 26 to 29,
and the fusion product was cloned into pET21a. To generate a NEDD8
construct with an N-terminal His:Strepll tag expressed under control of the
AtRUBT promoter, RUB1,,His:Strepll:NEDDB8, we first used primers 30 and
31 to substitute the HA-tag by a His-tag in the previously described HSN
construct (Hakenjos et al., 2011). The construct was subcloned into pTA7002
(Aoyama and Chua, 1997). To obtain the RUBT promoter sequence, we used
the primers 32 and 33 to amplify a 2-kb region upstream of the start codon of
Arabidopsis RUBT using genomic DNA as a template. The fragments were
digested with restriction enzymes and cloned into pGreen0179 (Hellens et al.,
2000). Primer sequences are listed in Supplemental Table 1.

Chemical Treatments

To examine the effect of MLN4924 (Millenium Pharmaceuticals) on protein
neddylation, wild-type and mutant seeds were grown for 4 d on standard
growth medium (GM) and then transferred to GM containing 10 M
MLN4924 for additional 4 d. For the induction of HSN expression, HSN
transgenic seedlings were grown on GM for 7 d and then incubated in
liquid GM supplemented with 30 mM dexamethasone for 16 h. For 2,4-D
response assays, seedlings were grown 5 d on GM and subsequently
transferred to MLN4924- and 2,4-D-containing media for 5 d.

Immunobiological Analyses and Size Exclusion Chromatography

For immunoblots and gel filtration analysis, total protein extracts were
prepared from 7-d-old Arabidopsis seedlings in protein extraction buffer
(50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0,5% Triton X-100, 5 uM N-
ethylmaleimide, and plant protease inhibitor cocktail [Sigma-Aldrich]) or
buffer A (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 100 mM NaCl, 10% glycerol, 5 uM N-
ethylmaleimide, and protease inhibitor cocktail). Subcellular fractionation
was performed as previously published (Folta and Kaufman, 2006). Im-
munoblots were performed according to standard protocols. The fol-
lowing antibodies were used for protein detection: anti-NEDD8 (1:1000;
Hakenjos et al., 2011), anti-CULLIN1 (1:1000; Schwechheimer et al.,
2002), anti-CULLIN4 (1:1000; Dohmann et al., 2005), anti-CSN5 (1:1000; Kwok
et al., 1998), anti-CDC2 (1:5000; Santa Cruz Biotechnology), anti-HA-
peroxidase (1:1000; Roche), anti-flag (1: 2000; Sigma-Aldrich), anti-c-Myc
(1:3000; Sigma-Aldrich), anti-RGA (1:1000; (Willige et al., 2007), anti-
UGPase (1:2500; Agrisera), and anti-Ubiquitin P4D1 (1:2000; Santa Cruz
Biotechnology). The anti-DEN1 (1:1000) antibody was raised in rabbits
against purified recombinant full-length DEN1 at Eurogentec. Anti-flag M2
affinity gel (Sigma-Aldrich) and anti-c-Myc agarose (Sigma-Aldrich) were
used for immunoprecipitations using protein extracts prepared from 0.5 mg
(fresh weight) 7-d-old seedlings. Size exclusion chromatography of 1 mg of
total plant protein extract was performed using a Superose 6 column (GE
Healthcare) as described previously (Schwechheimer et al., 2002).

Mass Spectrometry

For mass spectrometry, proteins were purified from 10 g of 7-d-old
RUB1,,,:His:Strepll:NEDD8 seedlings using a StrepTactin affinity column
(Sigma-Aldrich) as described previously (Hakenjos et al., 2011). Part of the
sample (sample I) was supplemented with Laemmli buffer and boiled for 5
min. The other part (sample Il) was subjected to a second purification step
under denaturing conditions using the Ni-NTA system (Thermo Scientific)

as described previously (Miller et al., 2010). For tryptic digestions,
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samples | and Il were reduced and alkylated by 50 mM DTT and 10 mg/mL
chloroacetamide, respectively. Tryptic in-gel digestion was performed
according to standard procedures. Nanoflow liquid chromatography-
tandem mass spectrometry was performed by coupling an Eksigent
nanoLC-Ultra 1D+ (Eksigent) to a LTQ-Orbitrap XL ETD (Thermo Scien-
tific). Peptides were delivered to a trap column (100 um X 2 cm, packed in
house with Reprosil-Pur C,g-AQ 5 um resin; Dr. Maisch) at a flow rate of 5
pL/min in 100% solvent A (0.1% formic acid in HPLC-grade water). After
10 min of loading and washing, peptides were transferred to an analytical
column (75 um X 40 cm, packed in house with Reprosil-Pur C,5-GOLD, 3
um resin; Dr. Maisch) and separated using a 225-min gradient from 4 to
32% of solvent B (0.1% formic acid and 5% DMSO in acetonitrile; solvent
A: 0.1% formic acid and 5% DMSO in water) at 300 nL/min flow rate. The
LTQ Orbitrap XL was operated in data-dependent mode, automatically
switching between MS and MS2. Full-scan mass spectra were acquired in
the Orbitrap at 60,000 (m/z 400) resolution after accumulation to a target
value of 1,000,000. Tandem mass spectra were generated for up to eight
peptide precursors in the linear ion trap using collision-induced dissociation
at a normalized collision energy of 35% after accumulation to a target value
of 5000 for max 100 ms. Intensity-based label-free quantification was
performed using Progenesis (version 4.2; Nonlinear Dynamics). The gen-
erated peak list was then searched using Mascot (version 2.4.1) against the
NCBI protein sequence databases (download October 26, 2011, 15.8 Mio
sequences) and SwissProt (version 57, 0.5 Mio sequences) for protein
identification. The variable modification of K (GlyGly) was considered in the
database search in order to identify NEDD8- or ubiquitin-modified peptides.

Enzyme Activity Assay

Processing of UB:NEDD8:His and NEDD8:UB:His was performed with
DEN1, DEN1C166A, and UCH3 proteins that were cleaved from the
purified GST fusion proteins using PreScission Protease (GE Healthcare).
Glutathione-Sepharose 4B (GE Healthcare) and Talon Metal Affinity resin
(Clontech) were used for protein purification from Escherichia coli [rosetta
(DE3)pLysS]. For processing reactions, 0.2 ug UB:NEDD8:His or NEDDS:
UB:His was incubated with 0.2 pg purified DEN1, DEN1C166A, or UCH3
in 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, and 10 mM DTT at 20°C for
60 min. The deconjugation assay was performed with protein extract from
7-d-old HSN seedlings containing 15 ug total protein incubated with 0.5 ug
purified DEN1 or UCH3 in 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,
5% glycerol, and 10 mM DTT at 20°C for 30 min. For the in vitro deneddylation
assays, crude protein extracts from 7-d-old seedlings containing 350 ug
(cullin deneddylation) and 500 pg (myc:AXR1 deneddylation) total protein were
incubated with 0.2 or 2 ug purified DEN1 or DEN1C166A in 50 mM Tris-HCl,
pH 7.5, 150 mM NaCl, and 0.5% Triton X-100 at 20°C for 25 min.

Phylogenetic Analysis

Protein sequences for DEN1 orthologous proteins from human (NEDP1,
ENSG00000166192) and Drosophila melanogaster (Den1; FBgn0033716)
were retrieved from the ensemble genome browser database (http://www.
ensembl.org). Alignments were generated using the ClustalW software
(BLOSUM, gap open penalty 10 and gap extension penalty 0.1).

Accession Numbers

Sequence data from this article can be found in the GenBank/EMBL data
libraries under the following accession numbers: RUB7 (AT1G31340),
AXR1 (AT1G05180), CSN5A (AT1G22920), CSN5B (AT1G71230),
CULLIN1 (AT4G02570), CULLIN4 (AT5G46210), UCH3 (AT4G17510), and
DEN1 (AT5G60190). GenBank accession numbers of human and fruitfly
genes mentioned in this work are NEDD8 (NP_006147), NEDP1 (AAG21828),
and Den1 (NM_136919).
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