
��� �����������	
 �	�	��
��	
��������	
��
����
�� ������

���� ����	
��		���
 ������ �� ����	��
 ��		����� �� �����


��������� ��� ������
 ������ �������
���
 �����
 ����	��
 ���� ����� !�

��"��� !����
 ����� ���	 ������	���
 ����
��� #���� ��� ������ !� ��������
���������� 	
 ��	
�������� ��� �	��
���� ��	�	��� ���������� 	
 ���
��	� ��� ���� ����  ������ ���
��	� !" #�#$%� � &

��� ������� 	
 ��� ��
�� ������������	��
�	�� �
���
� �
�� ���	����� 
 ������ 	
 �����
� ����������
��
� �	���� ������
�� ����������� 
�� ��	��	����� �� ���� �	����� ������� ���� 	
 ��� �	�� �
� 
	����� 	�
��� ���������	� 	
 
 ��
�� ��
��������	� 

��	�� ���� � ��� � ��	���� �� �	�����������
��� 
�� �
�����
����
��� �� �!�
��	�� ������ ��� �
���
� 	
 ��	��	����� �
�������� ����� ������� 	� ��	 �������� ���	!
��
���� ���������!�	�
��"�� ���������!�	�#��
���� ��"����� ���	���"�� ��� ����	��	��� 

�� 	
 
�

�����
���� ����� �� � � $������������� ����
�
��	� 	
 � �� ��	���� �� �%�!����	�� ����� �� �����	�����

	��
��	� ������� ��� � 
�� �& �	��	�	�
�� ��	������ ��� �
�
 ������� ��
� ����
�
��	� ����
�� �
�
	����
� ��	�������	���� �����
���	� ���

���� 
��	���� 
 ���
����
	��
�� ������ ����
���� 
	� �����
���
����
�
��	�� ��
����� 	
 � ����
�
��	� ��� �	 ��� ������'�
��	� 	
 �	��  () 
��  *) ��	��
�	�� ���!
������ 
�� �����
� ��� 
�
����� 	
 ��	��
�	�� 
������� 
�� 
�����!���� 
	��
��	� ���� ������������
���	������ +��
���� �� �
� ���	�� ���
� ��
� ��	���� ,�	��-���������
��	� �� ������ ���
��� �� ���	� 
��
	�� ������� 	
 ��
�� ��!���������
���� ��"���� �������
�� �	� ���� ��"���� �
� 

�����
�� ��� ��	��	����� 	

������� ������
����

�������	
 ��
��. ���������. ��	��
�	��. ��	��	�����. �
���� ����

�� ������	
����

$���
������
� ��	���� ����
�
��	� �	��������� �	 �
��
������
� �����
�	�� ����
������ ��������� ���� �����
�	���	�� /0� ���
��� ��� ������ ����	���� ��1������
��	��
����
��
� �������� ����
� ��
�������	� 
�� ���
�	���
�	���	� ,2	�����
���� &33*-� +	� �
�� ��	��!����� ���
��!
	��� ��	������ �	�#��
��	� �	 ��� �	��������� ��������� �� 

������������ 
	� ����� ����
�
��	� ,'���� &-� 4�������� ��
#	���� ���������� �	 	���� ��	����� ��
 
� ��	������� ����
��
������� ��� 5!�������� 	
 ��������� 
�� ������ ,6��- �!

���	 ��	��� 	
 ��� 
�����	� ��	������ $� 	���� �	 ��

��
���� �	 ��	������ ��� 5!�������� 	
 ��������� ���� '���
�� 
����
��� �� 
� ������!��������� ��
���	� �� ���
��"��� 7&� �	 ����� �� ���	��� ������ �� 
 ����!������
���	������ �	��� 4�������� ���� 
	��� 
 ���	������ ���� 

���	�� ��	����� 7 	� ���������!�	�#��
���� ,4��-
��"���� 7 � ���
��� ���� 
� 
�����	�
� 

��	�� 78� �
�
�����
��	������� �	�� 
	��
��	� ������� ��������� 
�� ���
������
��� ����� 
�� �������� ��	
	��� 
	� �	�� 7 
�� 78
��	������ 
�� ����� �
�� �
��
��� 
�� ����� �	����
��	��
�������� ����
���� ������
�� �����'���� 	
 ��	���� ��������!
�
��	�� +	� ��	��	����� ������
���� 
������� 	
 
 ���������
��
��,�- 	� ��� ��	���� �� ���
��� ������
�� 
	� �
��� ����
!
�
��	� �� ���  *) ��	��
�	��� 
 
��  ((( �/
 ��	��
��
�	����� ��
� �	������ 	
 
 �
�
����� �	�� �
���� ���  ()
��	��
�	�� 
�� 
 ������������ �����
�	�� �	������ �����

�	�
��� ��9! 
�� ���������!���������� 	� ������
��
��	��	����� �� ���  ()��	��
�	���

��� ������� �
�� 
	����� 	� ��� ����
������
� ��	��	!
����� 	
 ��� ���� �������	� 	
  �

���	��
�� 
���������
,5��� �� ��' &338. 2	�����
���� �� ��' &33:. ;	���	� �� ��'
&33<-� ���� ���
��	�� �
� ����� ���� �����= ��	 �
��	��

	���� � 
�� �� 
�� 
� �%�!����	��� ��	����� �� �
����
	
 �
��	�� ����� 	
 	��	���� ���� ���� ,2����	���" �� ��'
&33 -� 5��� �������� �� �	������ �� ��� �
���� ����� 	�
�&(� �	���� $� �	�	��
���� ���
���� �
���� ���� �
�
������ ���� � 	� � ��������� 
�	� 	�� 	
 ��	 ����!
������� �	�� 
�� �	���� ���	 ��� �&( �	���� ��� ��
���
�� ������
� ����	���� �� 
��
���� ������ 
 ������ ����
������ ���������� ��
� ��� ��
��������	�
� �����
�	��
���	��� �� ��� �&( �	�� �
� �� ��	��!������ $� 

��� ��

	��� ��
� ��� � �	��	�	�
�� ��	����� ����� ��
���	��� �� ��� �&(� �	���� �
� 
� �� ���	 �
�
!��
� 	


�	�� > ��� �� �!������ ��� ������������	��
�	�� ������
�� ����	������ 
	� � ����
�
��	� �� ����
����� ���	�!
���� 
� ��
�� ��	 ����
�
��	� ����
�� 
�� 
	�� 7 %4��
��"����� 4��> 
�� 4��: ��'�� 	�� ��	��	����� �
���
��
����� 4��* 
�� 4��? ��'�� ��� 	����� ���� ��� 4��*%
4��?!�	��
����� �	����� �
������� ��� ���) ����
�
��	�
����
�� ����� ������� ������ ��� '��� *? �������� 	
 � 
,5��� �� ��' &338-�

$� ���� �
���� �� ������ ������ �	�� 
�	� 	�� �
�	�
!
�	�� 	� ��� ��
�� ������������	��
�	�� ������� ����	���
�� �
�� �	������
��� ���� 	
 	�� 
�
����� 	� 
 ������
�
���
��� ��	��!����� �����
�	�� ��	����� �� �
�� ����

��� �	 ���
� 
 ������ 	
 �����
� �������� ���	 �	�

*���'(����' +'  	
' "	��' @ ,&333- ��
� &:&8�&:  &:&8 � &333 ��� A	�
� )	�����

B����	� 
	� �	�����	������ ,�	�&C����
�������
�	����-�



��	����� 
�� �
������ 
	� ��������� �	��'�
��	�� �	� ����
���������
��� ��	����� 
�� �����	��� �� ���  *) ��	��
!
�	�� �	������ 
�� �	� ������
�� ��!���������
��	� ��
�!
��	�� 
�� ������
��� ���	 ��� ����
�
���� �
���
�� 2���
�� ���� �	������ �����
� �������
���� ��
����� 	
 ��
� ��
�
�� ��
���� 
�	�� 

���� 	
 ���� �	����� ���
�	���
�����
�	�� �������

�� ��
	��
 ��� ��

	

���

��� ��� $�%& ��������	
� �	���
 
� ��� ��� 	��
����
��	
� �� ��
��	����
��	� 	�������	
�

� �
��� ������	� 
�	�� ��� ��������� �
���
� �	������
��� �
���� 	
 ��� ������
�� 
�
����� ��
� 
��	� �����'�
���	�����	� �� 7 � 
��%	� 78�� �� �������� 	��� 
�
����!
�
�� ��
	��
��	� 	� ��� �
���� 	
 ���� ����
�
��	�
����
�� �� 
�
��
���� ��� '��� ��
�
�����"�� ����
� �
�
��'��� ���� 
 ��� 	
 ���������� ��	����� �
���� 0!���
���� ������
��� ,D
���
���� &33?-� ��� �������
� �	��	!
����� 	
 ��� 0!��� ���� ����
� 
�� ��� 0!������
� �������

�� 
� 
��������� 6�� ������� ��
� �
� �� ���
��� �	
���������� )�	��!�������� �	��
� ���� 
� ��� ������
���������	� �	� ,/@- ,E�	�"�� �� ��' &33&- 
�� ���������
���� �� 9�	� E��%���� )��� 
�� ��� �������� �
���� 97)�
��������� ,A���������� F A	���� &33*- 
�� ������
�� 
	�
����
�
��	� 	
 ����
�� ���������!��������� ������
���� ���
���� 
�� �	� ��G������ ��� ��'���� ��
�
���� 	
 97)�
�������� 
��	 ���
��� �����
�� +	� ����
���� 	��� 
 ������
	
 ����!�������� ���
��	�� �� ��� 97)� �	��
 	
 ��� ��
��
E��> ��	���� ��������� ��	��	����� ,H	����"�� �� ��' &33>-�

I� �
�� �������� �	������� 
� ��������� 
�
����� 	
 ���
���) ����
�
��	� ����
� 	
 � ,;	���	� �� ��' &33<-� ���
�����
� 
���	
�� �
� �	 ������
���
��� ������ ��
��
�������� ������ ��� 0!������
� *? �������� 	
 ���
�������	� �� ��� �	����� 	
 � !�!�
�
��	���
�� ,� !��
�-

���	�� �	 �	�
��"� 
������ ��� ��������� ������
�� 
	�
��	��	����� �
�������� ��� '��� * �������� ���� 
	��� �	
�� ��G����� 
	� �
���
� �
��� 	
 ��	��	����� �
��������
2	������ �����
� ����	�� ������ ���� ������� 	
 � �	���
�� ������� ����	�� �	���	������ ����
�
��	� �� ���

4��*%4��?!��������� �
���
�� ����� ����	�� �������� 

���	�� 97)� ��������� � ���
��	� �� ��� /@!����
�������� 	
 � 
��	 ��� �	� ������ ����
�
��	�� �����
�
��� �
�� ���
��	� �� ��� ������� ���	���� �������� �����
����	���� $� 
�����	�� ��� �������� 	
 
 
�����	�
�
�����
� �	�
��"
��	� �������� ,06)- 

�����
��� ����
�
!
��	�� ��� �� �	� 
��	������ ��������� ���� �
���� �1��� �
�
��J��� ��� 

�� ��
� ��� 4��* 
�� 4��? ��"���� 
��
�	�� �	�
��"�� �	 ��� ���	��
���� ��������� ,7A-�
�����
� �����	�� ,�� ��
��� ��� 	���� �����
� �����	��
���������� ��� ���� 	
 ��� 7A-� ��� 06) �
� ����
�	������
�� ��� ���)!��
���� ������
�� �� ��� �������� 	

��� ���������
��	� �	��������

/�����	� 
�
����� ��	����� 
 �	�!���	����	� ���������	�
	
 ��� ���) ��	��	����� ����
�� I� �����
	�� ������� 

������ �	 ������
� ��������
� �������� ������ ���) ��
� 
��
������
� 
	� ��� 
�����	� ,;	���	� �� ��' &33<-� ��� /0�
���	���� ��� � &�*? ������� 	
 � &�*?���
� �
� �
��	���
���
����"�� �� �	�!'������ �	�����
�� ��
�� ��
���	��

�� ��
����� ���	���� ���
����"�� ���)!��
� ����
������ 
	� ����
�
��	� �� ����!���� ��
�� ������ )����!
�������� �����'� �	���	�� ������ ��� � &�*? ������� ����
���
����"�� �� �
������ ���
������� 
�� ����!�����'�
���
�������� ��� ���
��	�� ������'�� ��
� ���	����
���
���� ����
�
��	� �
� ������� ���������� �����
���������� �	 &3 �������� �� ��� ������� 
�	� $��&> �	 $��8 
�� ��� ���) �������� ,'����  �-� ���� ����	� 	����
�� 

��	������ 8�>!����
� ����
� ��
� �� ��������� �	 
	��
�
�� 	
 
 �	����!�	�� ��������� ,2	 �� ��' &33>-� I��� ���
���)!��
����
���� ���
��	�� ���� �
���� 	��	 
 �����
�
����� ��	#����	� 	
 ���� ������� 	
 � � 
��	�� 
�� 	
 ���
�������� 
1����� ���� 	� ��� ����	��	��� 

�� 	
 ���
��������� 
�����
���� ����� ,'����  ,�
-� ��� 
����
��	��
	������� �� �������� 
� ��� ����	��	��� � 
�� � �	����	��
	
 ��� ����
� ����
� �	��� �� �������� �	 ��
��� �	����!
�	�� �����
���	��� ��� H&3 ���
��	�� 
1����� 
 ������� 
�
��� � �	����	�� A������� 
� ��� � 
�� � �	����	�� 	
 ����
�
����
�� 	
��� ���� ��
����"� ��� ����������
� �����

��
,6��
� &33*-� ��� ) (9 
�� ) (E ���
��	�� �
���� �	
��� 	������ ���

�� 	
 ��� ��������� ������ ��� 9�	 
��

&:&> �� 2	�����
���� 
�� 	����� (�� ����� �,�-�����.��	����	�� ������

*���'(����' +'  	
' "	��' @ ,&333-

+
PA700

ATP

26S proteasome20S proteasome

E3

E2 S

E1

protein substrate

de-ubiquitinating
enzymes

ATP

ATP

peptides

Ub Ub
Ub Ub

Ub
Ub Ub

Ub

Ub

S Ub

S Ub
+����� &� ��� ����������
��	��
�	�� ������� $� �� ����
������ ��
� �	�� �
 �	� 
��
������������	���� ���
��	�
������ �� ���	 ������� 
� 78


��	�� )	�� 	
 ����� 78� 
��

� ������ �	�	�� �� ���������
��
��
�� �	 ������
��� 
	�����

� 78!��������� ���	������
,�������� �� '����-� �����
�
	���� 78� 
���
� �	 
��
�
����� 
� 
�
��	��� ��������
������
�� 
�� ��� 7 !
��������� ���	������ �	�#��
��
���	 ��	��� #���
�	����	��
)�� ���� 
	� 
������ ���
����



E�� �
� 
�� 
� ����� ���
����� 5	����������� ��� ���
���!
���� �
�
 ����
� 
 �������� ���������� 	
 ��
����
���� ���
!
��	�� ������ ���)� 
�� ����� 
����
��	�� �	�
��"� ����
����
�	 ��� ����	��	��� 

�� 	
 
 ��������� 
�����
���� ������

$���������� �������� 
	� 
� 0!������
� 
�����
����
����� �� � �
� 	��
���� �� 2	 �� ��' ,&33>-� ��	 ��	���
��
� ���
��	�� ��������� �	 
���� ���� ����� ���������
��� ������� 	
 � 
�� �& �� ����	 
�� �� ���	� �����!

	��� 	����
����� �������� 	
 � 
�� ���	���� �� �	��
���������!��������� ��	��	����� 
�� �& �����
���	��
9����	�� ������� 	
 � ����	��� ���� �
����� 	�� 
��	��
�������� �� �!�
��	�� ������ A��
��
���� ���� 
��
���
�� �%�!����	�� ������ � ����
�
��	� �
� ��
�
���
���
������� ���
���� �	 �
��	��� ,'���� 8�-� � ���
���� �������

�
����� 	
 � ����
�
��	� �� �%�!����	��� ����
��� 
�
�����
� ����	� ������ ����� ����
�
��	� 
���	
���� ���
�
�� 	������� �� �
��	�� �!������ 
	��	��� �� 
� ��������
����	� ���� ���� ������ ����
�
��	� ,'���� 8,-�

@� ��� �
�� �	��� ��
� � �
� �����
��� ��������� �	 ��
����
��� �
����� �� �!����� ,��� 2	�����
���� �� ��' &33:-�
��� �& ��	���� �	��� �� �������� �	 �� ��	��!����� �� �!
������ $������ �� 
	��� ��
� �& �
� �����	��� �������	�!

��� �
����� �� �!�
��	�� ����� ,'���� 8
-� I� �	 �	� ���
��	� �
�� ���
��� 
�	�� ��� ����
���� 	
 �& ����	����
��� �� �,
/ �,
# 
�� �	�/ ���
��� ,2	�����
���� &33*-�
����
�
��	� 	
 �& �
� ��������� �� 
� ��
�� �����
	�� 
��
���
	��� ������������� ���
���� �	 ��� ����!���� ,�	� ��	��-�
2����� ��� ������������	��
�	�� �
���
� �� 
��	 �����
�


	� �& ���
��	��� 7�
���
��	� 	
 �& ����
�
��	� �� �%�!
����� ����
��� ��
� ��� ����	��� �
� �����
��� �� ���� ����
�� ��� �
�� �
���� 
� ��
� 	
 � � ��� �
�
!��
� 	
 �& �
�
���� ���	� 	�� ������ �� �!�
��	��� 
�� �����
���
��
�
���
��� �� �%�!����� ,'���� 8
-�

��� ����
��� �������� 	
 � ����
�
��	� �� �%�!�����
,'���� 8,- ��������� ��� �������� 	
 ��	 ���
�	���
���
�����������
��� �	���
��	�� 	
 � �	������� �� ����� ������
$� ���� ����� �
��� ���
���
�
��� 	
 � 
� �
��� ��
��
���� �	���� ��J���� �G����� ����
�
��	� 	
 � �	�	��!
���� ,
��%	� �	�	����-� 
� 	����� �� �!�
��	���� ���

�
���	� 	
 � �	��� �	 �& �	��� ��������� 
 ���	�� �		�
	
 � �� �%�!����� ��
� �� 	��� ��	��� ����
��� ������ ���
��
��� ���� ���������
��	� �������� ��
� ��
����� ��� ���
!
���� ������ 	
 �& 
�� � ��	��� ��
� �	 ��
���� �� ���
����
�
��	� �������� 	
 � ,
�� �&-� ���� �
� ���������
��
� �
� 	������� ,;	���	� �� ��' &33<-� )����'�
����
���� �	�� 	
 � �
� 
	���� ���	 �����	������ ���� �&� 

���
��� 
�
���	� 	
 � ���
�� ������
�� �	 ����
�
��	��
��� �	�����	����� ��
����"��� �1��� �
� ���� 
	� �& ����
� �
� 	������������ ���
���� �	 �&� I� 
��	 
	��� ��
�
���
��	�� �� ������ � 	� �& ��
� �
�� ���� ��	�� 	� 
��
��������� �	 �����
��� ���� �&�� ������"
��	� ��� �	
�
��	�� �
��� 	
 ����
�
��	� 
	� �	�� ��	������ +��
���� ��
��	��� ��
� ��� 0!������
� �	�
�� 	
 � 
�	�� �	���
���	���� ��
����"� �& 
�� �
� �����
 ���	���� ��
����"�� ��
�&� ���� ��	�� �	 ����
�
��	� �
� �	����
��� ���� 
 ���	��
��	� �� ��� ����� 	
 � ���������
��	�� �
��� �	������� 	��

(�� ����� �,�-�����.��	����	�� ������ �� 2	�����
���� 
�� 	����� &:&:

*���'(����' +'  	
' "	��' @ ,&333-

(a)

(c)

(b)

L36
L29

Residue Substitution Deg1-βgal activity

Ile14 Thr*, Asn 4× increase
Phe18 Ser* 7×
Lys19 Glu*, Gln 3×
Ser20 Pro*, Gly* 6×
Ile22 Thr*, Lys 5–6×
Ile25 Lys 3×
Leu29 Pro*, His* 8×
Ile32 Asn*, Ser 3×

F18

I25
I32

I22

K19

C33

L23

N26 F30

S20
K27
C34

D24

S31
S21

K28

a

d

g
c

be

f

N35

mutation inhibits
Deg1-mediated degradation

mutation inhibits
MATa1 binding

MNKIPIKDLLNPQITDEFKSSILDINKKLFSICCNLPKLPESVTTEEEVELRDILGFLSRAN

621 PEST motif

DB-like sequenceheptad repeatNLS

Deg1 determinant

+�����  � ��� ���������!��������� ���) ����
�
��	� ����
� 	
 ���� � ,�- )���
�� 	
 �	��� ���
��	�� �� ���) ��
� �
���
��
���� �� ���)!��
� ����
�
��	�� ��� 
���
�� 
	��!�����
�� �� ��
� 
������� 	��� ����!���� �� �����
���� A������� �
���� ���� 
�

������� ���	�� ���
��� ��
� ���� ������ �� ����� ��
��� ,,- 2����
�!����� ���������
��	� 	
 ����	� 	
 � 0!�������� ,��������
&<�8*- ��������� �	 
	�� �
�� 	
 
 �	����!�	�� ���������� ��� ����	��	��� ���

�� �
� ������ �	 ������� &>� ��� ��� 
�����	�
�
�������� �	�� �	� �	�
	�� �	 ��� 8�> ����
� ����
�� @�
�� 
��	�� �
�� �������� ���� 
 ���
��	� ����� ��������� ���)!����
���
��	��	������ ���� 
��	�� �����
�� �������� ����� ����������	�� ��
��� ������� �	 �& ,2	 �� ��' &33>-� ,
- )���
�� 	
 ��������
�������� ������ 
	� �	�� �� ���)!����
��� ����
�
��	� �� ��� ������������	��
�	�� �
���
��



�
�
 ���	����
�� ��
� ����
�
��	� 	
 �& 
�� � ��
�	���	���� �� ��� ������ ������
� �����
���	� �������
����� ��	 ��	������ ���� ��� �	�� ������
� �����
���	��
	�������� ������� ����� 0!������
� �	�
����

��� �	�� ���
����
	��
�� ���������
��	� 	
 ��� ���
!
������� �
�
 �� ��
� ���� ����	��	��� ���

�� 	
 ��� ���)
��������
�� �� 
 ����
�� ���	�����	� ������� 
	� ���
4��*%4��?!�	��
����� ���������
��	� �	����� ,'���� >-�
������	�
� �������� 
��	 �	�������� �	 ����
�
��	��

���	��� ���� �
� �	� �
������
�� �������� �� 7 %78
���	�����	�� ��� �������� 	
 �& ���
��� ���
��� ��� ����
!
�
��	� 	
 � �� �%�!������ 
�� 
 ���������
� �����
��	� 	

�& �� � �� 	������� �� ����� �
�� ������ ����	��� ��
�
��	� �	�������� ������� ��� �	��������� ��
� �& �������
�	���	� 
����� ��� �	�
	��
��	� 	
 � �� 
 �
� ��
�
��
����
��� ���) ������������ 	
 ���	���� 	
 ��� ����
� ��
��� �����	������ ��� ������ 	����
� 	
 �������� 	
 � 
������
��� �� �	�� �& ������� 
�� ���) 
�����	� �
��� ��


� �	�� ������ ��
� ������� �	 �& �������� �
��� 
� ��
�� 

�	���	� 	
 ��� ���) ����
� 
�	� ��� ��������� �
���
��

��� �	���� �	�� 	� ������� "����� �� 
�	�� ��� �	��
��������
� ��	�������	���� �����
���	� �	��
� ,6��
�
&33*-� 5	���� �	��� ����
�� �����
���	�� ������� 

������ 	
 ��	����� ��
� 
�� ��	�� �	 �� ��	��!������
��������� �!;�� �	�	������� +	�!;�� �����	������� 
��
E��> �	�	������ ,������ �� ��' &33>. H	����"�� �� ��'
&33>-� I������ 
�� 	
 ��� ����
�
��	� ����
�� �� �����
��	����� ���	���� ��� ����
� ����
�� �� �	� ��� ���
��
5	���� �	��� �
� 
��	 �� ���	���� �� ��� ����
�
��	� 	

�	��
��� �	��!����� ��	������ +	� ��
����� ���
��� '�
!
����� 
�� �
�� �� 	
 ��	 �����	�	�	�� �������� ��
�

������� ���	 �	����!�	�� ����������� ��� ���� 	�� �������
�� ��	����� �� ������ 	��� ��� �
������ ��� ������ ��	���� ��
����
��� ,�
��� �� ��' &33<-� @� 
�
�	�� �	 ��� �
�
 	�
�����
��� � ����
�
��	�� ����	��� 	
 ���
��� �	�	����

&:&* �� 2	�����
���� 
�� 	����� (�� ����� �,�-�����.��	����	�� ������

*���'(����' +'  	
' "	��' @ ,&333-

100

0

(ii)

(i)

2.5 5 10 15

0 5 10 15

α2

α2

(b)

(a)

(i)

(ii)

(c)

10

a1

1

8060
chase time (min)

chase time (min)

chase time (min)

haploids

diploids

%
 α

2 
re

m
ai

ni
ng

4020

0 5 15 30

0 5 10 15

0

+����� 8� A����
��	� 	
 � �� �& �������� ,�- 9����!��
��

�
����� 	
 � ����
�
��	� �� ,�- �!�
��	�� 
��
,��- �%�!����	�� ������ ,,- /��
���� ������� 
�
����� 	
 � 
����	��� �� �%�!����	���� ,
- A
��� ����
�
��	� 	
 �& ��
�!����� ��� �	� �%�!����	���� 9����!��
�� 
�
����� 	

���	���	�� �& �� ����!���� ,�- �!�
��	�� 
�� ,��- �%�!����	��
������ 9�	����� ���� ��������
��� ���� 
� 
�������� 
�
���� �&�

(a)

(b)

ER–nuclear envelope

Cue1

α2

α2 a1��Ubc6

Ubc7

E3

E3
Ubc6

Ubc7

+����� >� �	��� 
	� �����
��� � ����	���� ,�- $� �!����� ���
���) ����
� 	
 � �� 
��������� �	 ��� 7 � 
�� ,���������- 78
��
� ���	���"� ���)� ,,- $� �%�!����	�� ����� �& �������
�	 � ��	��� ��� � ����
�
��	� ����
��� ���������� � 
���������
��	�� �� ��� �
�� ����� ����������� �& ����
�
��	�
����
�� 
�� ��	���� �� � �������� 4��* 
�� 4��? 
�� ��	��
�������� �	 ��� 7A������
� �����	��� 4��* �� 
���	��� �� 

����	��	��� 5!������
� �������� 
�� 4��? ����� �	 5��&�

� ������
� �����
�� ��	���� ,@������� �� ��' &33?-� @	��
5��& 
�� ��� ����	��	��� �
�� 	
 4��* 
�� �������� 
	�
���)!����
��� ����
�
��	��



�
� ������ 	� 
������������ 	
 
 ����	��	��� ���

�� ��

� ���
���� 
�����
���� ������

$� ����	�� 	
 ���� 
�
�	��� 4��*%4��?!���������
���������
��	� �
� ���� ������
��� �� ��� ����
�
��	� 	


�	���� ��	���� ��
� �� �	��
��� �
�� 	
 
 ������������
�	������ ��� 0��&( ��	���� 
	��� �
�� 	
 ��� ��
�� ����!
�	��	��� ��� �� ��
)�0� ���
�� ������ �� 
���
�� ��
� ���
0��&(! ��	���� �� �	� �G������� ���	��	�
��� ���	 ����!
�	��	�� �	������� 
� ��� ����������� ������
����� 
��
�!
����� �
����� ��� �����	��	�
��� ��	���� �	 �� �
�����
����
��� ,H	���� F 2�1
��� &33?-� ���
��	� 	
 ���#
	� ���% ���������� ���� ��
���� I� ������� ��
� ���	����
	
 
 ������� ����
�
��	� ����
� 	����
����� 
 �����	��	��
�����
���	� ���� 	
 0��&( �� ����	������ 
	� ��� �
���
����
�
��	� 	
 ��� �����	��	�
��� �������� �	�� �����!

���� K
����
��L ��	������ ����� 
�� 	
��� �
����� �����	���
�� ��� ��������� �
���
�� �
� �� ������'�� 
� ���� ��
��� ���� �
��� 	� ����� ���	���� 	
 ����	��	��� ���

���
�	��
��� ������ �� ��	�������	���� �����

��� 	� ������
��	���� ������	��� ��� �
�
 	� �&�� ������� ��
� ���
���������� 	
 ������
�� ���	�����	� 
	� �
���
� 
�� 
���!
�
�� ������
��� 	
 ��� ������������	��
�	�� �
���
� �
�
	
��� �� �����
��

��� ��� ��
����
�� ����	�������� ��� �����
� 
�
���������

+	�� ����
����� ����� ��
�� ���	 
 �	��	� �������� �	

	�� ���  () ��	��
�	�� ,9����� &33>-� $� ��� 
���
�	�
(����	������ �
��	������� 
  () ��	��
�	�� �
� ����
��������� ��
� �
� 	��� ��	 ����� 	
 ��������� � 
�� ��
���� ����� �!�������� �� �
�� 	
 ��� 	���� ��	 ����� 
��
����� �!�������� �� �
�� ����� ���� ,A���� F +�����
&33:-� ��� ���
��	���  () ��	��
�	�� �������� 
�� ���
���
�� �������� �	 ��� 
���
�
� ��������� $� ��
��� ����� 
��
&> ����� ���	����  () ��	��
�	�� ��������� ���� �����
��1����� �!���� �������� 
�� ����� ��1����� �!���� ���!
������ M�
��  () ��	��
�	��� 
�� ������� 
� 
 ���
	��
�	���
��	� 	
 �	������� �� ����� �
�� �
������ �
� ���
�
�� &> ��1����� �������� ,5��� F 2	�����
���� &33:-�
���(����	������ ��	��
�	�� �
� 
 ������ ���� 	
 
�����
����� �����
� ��� ���
��	��� �
������ �
� 
� ��
�� �����
,A���� F +����� &33:-� ��� 
���
�
� ��"��� �G�������
���
��� �	��� �������� 	��� 

��� ����	��	��� �������� ,

K����	�������!����L 
�������-. ��� ���
��	��� ��	��
�� �
��
�� 
�����	�� ���
�� �������� 

��� �
��� ,K�������!����L

�������- 
�� 
����� �������� ,K������������
��� �������
����	������L ,9E92- 
�������-�

)	����	� 	
 ��� (����	������ ��	��
�	�� �����
�
��������� ����
��� ��
� ��� 
����� ����� 
�� �� ���
�!�������� ������ 
 �����
� ��
���� 	
 ��� �
������ ,6	N ��
�� ��' &33:-� 7
�� �!������� �� ��������"�� ���� 
 ��	��
0!������
� ��	�������. ��� 0!������
� ��� ����!��
�� 	

��� ��	������ �!������� �� ����	������ 
	� �����	������

��
�� 	� ������
��� ,6	N �� �� ��' &33:-�I� �������� ��	���
��
� ��� ��
��  ' 
���������  () ��	��
�	�� �� ������ �	 ���
��� �
�� �
�
����� ����
���� ,5��� F 2	�����
����
&33*. ������ F 2	�����
���� &33?-� 5	�������� ���� �����
���� �
��
��
� ��	��
�	��� 
�� ���
��� ���� �
��
!
������� 
� ������������ ��	��
�	�� �������	�� 	�� 	
 ���
��	 �
����� �	��'�� ����� �� ��� �!������� O%�@& �� ���
0!������
� ��� ,+����
�� �� ��' &33:-� $������������� 	���
����� 	�� 	
 ��� ����� ��1����� �!���� �������� �� 
 �����
���
��	���  () �
������ 
���
� �	 �
�� 
�� ��� ��������

�������� 
	� 
	��
��	� 	
 ���� 
� 0!������
� 
����� ����
,)����N ���� �� ��' &33:- ,'���� :-�

��� �
����� �	�� ��� �	 
 �	��� �� ����� �� ��	�	���
��
� �����
���	�� ������� �����'� �������� 
��	�� ���
�����
� �!������� ����� ���� ������
� 
	� ���
��������� 	

��������
� ��	��
�	�� 
����� ����� ,5��� F 2	�����
����
&33:-� ���� �	��� �������� ���	�� ����	�� 
�	� �	�� ���
(����	������ ��	��
�	��!�������	� ��������� ,6	N �� �� ��'
&33:- 
�� ����������� �� ��
�� ,5��� F 2	�����
����
&33*-� 2	������ �� ����� ������ ��
� �����'� �����
���	��
������� �����	�	�	�� �!�������� ������ �
�� �!�������
���� ���� 
��	 �� ���	��
�� 
	� 
�����!���� 
	��
��	�
,2	�����
���� �� ��' &33:-� /��� �� ��' ,&33 - ������'�� 

�����'� 5�� ������� �� ��� 5&(!$$ �!������� 	
 ��� �	����
��	��
�	�� ����	��'�
��	� 	
 �������0!������
�������
,07�- �����'�
��� ��������� �������!���� 
�������
,'���� :-� ���� 07� �	��'�
��	� �	��� �� ��	���� ��
��������
��	� ���� ���������� 
 �	��������� �������	� 	

��� �������!���� 
������� ,/��� �� ��' &33 -� ��� ������� ��
��� 
���
�
� ��"��� ��
� 
��
������ �	�����	��� �	 ���
07�!�	��'�� 5�� ,'���� *�- �� 
� ��� �����

�� �������
�������� ������ ��� �!������� ���� ,2	�����
���� �� ��'
&33:-� ��� 5&(!$$ �������� ����� �� �	�	�	�	�� �	 ��
��
9��8� �	�� �	� �
�� ��� 0!������
� ��� ������� ��	�� �	
�� �������� 
	� �
�
����� �� ���(����	������ ��	��
�	���
�	 5&(!$$ �	��'�
��	� �� 07� �
� �����
��� ����
������
�� ������� 	� ���
�
�� �� 
 ������	����� ������� ��
��� �
�� �����

I� ���������� ������� ��
��  () ��	��
�	��� ����

��	 ��������� �� 07� ,������ F 2	�����
���� &33?-�
���
����� 	
 ����'�� ��	��
�	��� ���� : �� 07�

(�� ����� �,�-�����.��	����	�� ������ �� 2	�����
���� 
�� 	����� &:&?

*���'(����' +'  	
' "	��' @ ,&333-

C7-I
β4

X/MB1
β5

C5
β6

Z
β2

Y/δ
β1

N3
β7

C10-II
β3

X/MB1
β5

C7-I
β4

C10-II
β3

N3
β7

Y/δ
β1

Z
β2

C5
β6

Doa3
β5

Pre1
β4

Pup3
β3

Pup1
β2

Pre3
β1

Pre4
β7

Pre7
β6

Pre1
β4

Doa3
β5

Pre7
β6

Pre4
β7

Pre3
β1

SH

SH contacts found by
pseudoreversion analysis

Pup1
β2

Pup3
β3

SH

SH

(a)

(b)

+����� :� 9�	�	��� �!������� 
��
�������� �� ��
�� 
��
���
�  () ��	��
�	���� ��� �����
� ��	 �!������� �����

�� ��	�� 	����� 
�� ���
���� ,�- ��� ��
�� �������

��
������� 
�� �&��? �	�����
���� 
�� 
�	� E�	�� �� ��'
,&33?-� ���	 �����
��� 
�� ��� ������� �	��
��� ,��
�� �	��-
���������� �����
��� �� �����	�������	� ������� ,5��� F
2	�����
���� &33*. ������ F 2	�����
���� &33?-�
,,- ���
������� 	
 ��� ���
� �������� �� 
�	� H	�� �� ��'
,&33?-� ���� ��� 
��
���� �	����	�
� �������� ������� ���
���
� 
�� ��
�� �������� �����
���� )������� ��
���� ���
��	��
�� 
����� ����� 
�� ��	�� 
� �
���� ����� ��� �������
���� ��� 5�� ������� ��
� �
� �� �	��'�� �� 07� �	 �������
��� �������!���� 
����� ���� �� ��	�� ���� 
 ���
������ ,)2-
��	���




��	�� �	�������� ������
��� ��� �������!���� 
�������� ���
9E92 
�� ����	�������!���� 
��������� ���� ��
1�����
,'���� *,-� ��� 5�� �� 5&(!$$ ��	�� �	��'�
��	� ��
07� �	����
��� ���� �	�� 	
 �������!���� 
������� ��
�	���� ��	��
�	��� �� �	������� �� ��� ��
�� 9��8
������� ,'���� *�-� ���������� ��
� �	��'�
��	� 	
 ����
5�� �� 9��8 �� ����	������ 
	� ��
����
��	� 	
 ��� �������!
���� ����� �� ��� ��
�� ��"����

@��
��� ��� �
�
����� �������� 
	� ��� �������!���� 
�����
����� ������ �� ��� 9��& �������� ,������ F 2	�����
����
&33?-� ��� ��������	� 	
 �������!���� 
������� �� 07�
�	��� �� ��������� �	 �� ��� �	 �������
��	� 	
 ���

�����!���� �	���� 	
 9��&�I� �����
	�� ������� ��
� 9��&

�� 9��8 ����� �� ������ ������	���� 9����	�� �����	!
�������	� ������� �� ��
�� ��
� ���� �
��� 	� ��� (����	0
������ ��	��
�	�� ��������� ���� ���� �	 ���	����
�� 

������ �����
���	� 	
 /	
8 ���� 9��& ������� ��� ��1�����
�!������� ����� ��
� �� ������
� 
	� 
	��
��	� 	
 ���
����	�������!���� ����� ,5��� F 2	�����
���� &33*-� I�
���� 
� 
�
�	�	�� ���
���� �	 ���� 
	� 
� �����
���	�
������� 9��& 
�� 9��8� � �
�� ������ �� 	�������
������� 6�� 3 	
 �
�� (����	������ �!������� ����
E��&83 �� �
�� ������	����� ������� �� ��� �
�� �����
)������� 
��������� ���� ���
��	��� �!�������� ���������
��
� ���� �����
���	� ����� �� �	������� �� 
 ������ 	

��	��
�	�� �
������� +	� ��� ���
���� 9��&�9��8
�	��
��� ��� �
�� ������ �
� ��������� �	 
	�� �������
6��:< 	
 9��& ,��������� ��
��� �	 ��� ����	������
�������- 
�� E��&:& 	
 9��8 ,'���� *�-�I� ��
�	��� ��
�
�
 ���� ������	��
��� �����
���	� �������� 
 6��!�	!E��
���
��	� �� 9��& 	� 
 E��!�	!6�� ���
��	� �� 9��8
����� �� ���	���� ��������	��� ��� ��	��
�	�� 
�����	�
����� �� 
� ��
�� �
���
��� ����	��� �� 
 ���
�� �
������
�	�� ���
��	���

6	�! 	� ����!�	�� ��
����� �
������ ��� ���)01���

�� ���$0�)�)1 
������ ���� ��
��
	���� ���	 ��
��
���
��� ��
���� ���	�	�	�
� ������	�� 	
 ������ 	� �	��
*�*) 
�� *�*$� ���� ��� �	�����	����� ����!���� �����
������� 	� ��
����� ��
� 
��	 �
����� ��� �+&$ �����
��
��
	��
��� ���� ���� ��
��� 	� :!J�	�		�	��� 
���� 

�	��	��� �	��� �	 ����� ���������� �+&$ � �	 ��������� �

�	�	���� ���� 
��� �	 
	�� �� ��� 
������ 	
 ��� ����!����
��	��
�	�� ����,�-� ���
�� ���)01��� ����� ���� 
� ����!
���� �
��� 
� 8( �5 ,'���� *
- 
�� ���� �������
��� ����
����!���� ����� 
� ���� ������
���� ,8? �5-� �	� ������!

���� ,&> �5-� 	� �� ��� �������� 	
 &�����& �
�
�
�����
0	 ��
��� �� ���� ����
�
��	� �
� ����� 
�� ������	�
��
����� 
�
����� ����
��� 	��� 
 ���	� ��
��� �� �������!
���� 
������� ,�
�
 �	� ��	��-�

$� �	���
��� ��� ���$0�)�)1 
����� ��� �	� 
��	� �	�	��

	��
��	� ���� ���� ��������� 
�	� 
 ����!�	�� ��
����
,'���� *
-� )���������� �	������ ��� ���)01��� 
����� ��
������ 
 �	�! 	� ����!�	�� ��
���� ������� ��� ����
����
	
 ��� ���$0�)�)1 ���
��	�� 
���	��� ��	��� �
� ��	���
��
� ��
� 	
 ����!���� ������ ���� ���������	� �
� 	���
���� ���� ��� ���$0�)�)1 
����� �
� 	� 
 ����!�	��
��
����� ���������� ��
� ��� ���
�� ��	���� �
�
��������� �		��� 	� ��� �	� 
	�� 	� 
������� ���	 ���
��	��
�	�� 
� �G������� 
� ��� ����!���� �	������
��� �	
���� ������� ���������	� �� ���)01��� �
� 
�����!�����'��
�� �	������ �� ���� ��� ���$02)/�" 
������ ��� ���)0
1��� ���$02)/�" ���
�� 

���� �	 
	�� �	�	����
,'���� *
-. ���� ��������� ����
���� �	���
���� ���� ���
���������	� 	
 ����
���� ���� ���� ��� ���)01��� ���$0
�)�)1 �	���� ���
��� @��
��� ����� �����	�������	� �����
���� ��������� �
���� �� �	������ ��
� 9��& 
�� 9��8 
��
������	��� ������ �
�� �����
� ���� 	
 ���  ()��	��
�	���

� �����
� ��������� 
	� ��� ��
��  () ��	��
�	�� �
�
�������� ���� ���������� ,E�	�� �� ��' &33?-� 
��	���� ���

��� ������� 
��
������� 	
 ��� �	����� �	 �� ����������
,'���� :-� ����� ��������
� �
�
 �	�'�� 	�� �������

&:&< �� 2	�����
���� 
�� 	����� (�� ����� �,�-�����.��	����	�� ������

*���'(����' +'  	
' "	��' @ ,&333-

125

20S only

(a)

(b)

(c)

100

50

75

25

pup1-K58E
PUP3

PUP1
pup3-G148L

pup1-K58E
pup3-G148L

pup1-K58E
pup3-E151K

PUP1
pup3-E151K

0

40 65GVVIAADTRSTQGPIVADKNCAKLHR

123 158

Pup1

Pup3GFDLIGCIDEAKDFIVSGTASDQLFGMCESLYEPNL
s s s

s s s

s s s s s s s s s

s  s s s s s

h h h h h h h h h h h

ac
tiv

ity
 (

ar
bi

tr
ar

y 
un

its
)

chymo-
trypsin

PGPH trypsin

20S + NEM

+����� *� ������!���� 
	��
��	� 
�� ������� 
��
������� ��
���  () ��	��
�	��� ,�- 9��& 
�� 9��8 �!�������� �� ���
����	�� ����	������ ��� �������� ���	���� �� ��� ���
���� �
��
������ ,�	���� 
��	�- 
�� ��� ����	� 	
 9��8 ���� ���
�	������� 5�� ������� ,
��	���
�- ��	�� �	��'�
��	� ��
07� �� �	���� 5&(!$$ �������� �������!���� 
��������
)��	��
�� ���������� �������� �
��� 	� ��� (����	������
��������� ,6	N �� �� ��' &33:- 
�� 
��	 ��	��= �� �!���
��. ��
������ ,,- $�������	� �� 07� 	
 ������
�� 
��������� 	

����'�� ��
��  () ��	��
�	���� D
���� 
�� ��� ��
� 	
 �����
��
���������� 9�	��
�	��� ���� �����
��� ���� : ��
07� 
	�  ( ��� 
� 8( �5� ,
- )��������!�
���
�����	�������	� 
�
����� 	
 ��� �����
���	� ������� 9��&

�� 9��8� 5���� ��
��
	���� ���� ��� �����
��� ��
����!�	���

������ ���� ����
��� 	� +�� ��
��� 
�� ��	�� 
� 8( �5�



���	����
��	� 	
 ��� 9��&�9��8 �����
���	� 
� ���� 
�
��� �
����� ���	����
��	� 	
 
� �����!���� �	��
��
������� /	
8 
�� 9��& ,5��� F 2	�����
���� &33*-�
4���� �����	������	� ����	��	�� 
�� ��	�������	����
��	��!�������� ��� ������� 
��
������� ������ ��� ���
�
 () ��	��
�	�� �
� 
��	 ���� ��������� �������� ,H	�� ��
��' &33?-� 2	������ ��� P 
�� 5&(!$$ ��������� �����
�	�����	��� ������������� �	 ��
�� 9��& 
�� 9��8� ����
�	� ��
����� �	 �� ������	��� ���� ��� �!������� ������
���� �	��� �����
�� ������ ��
� ��� �
�
 
	� ��� ��	�	���
���
� ������� 
��
������� 
�� �	� ��� ��'������ 	� ��
�
��
�� 
�� ���
�  () ��	��
�	��� �
�� 
 ��1����� 	��
!
��"
��	�� ��� �
�
 	� 9��&�9��8 ������� ��
� ��� 
	����
����
�
��	� �� �	�� ������ ,��� '���� :-� +	� �	�� ��
��

�� �
��
��
� ��	��
�	���� 07� �����'�
��� 
��
���
�������!���� 
�������� 
�� ��� 5�� �� 5&(!$$� ��� �	��'�
!
��	� 	
 ����� ��
�� �	 ���� ��
����
��	�� �� �	������� ��
��
�� 9��8� $� ��� ��	�	��� ���
� ������� 
��
��������
��� ������!���� ������	��� 	
 5&(!$$ 
�� �	�� ��������
�
����� �
�
����� ����������� �� �	��� �� ��G���� �	 ����
��
��� �����
� 07� �1���� 	� ��
�� 
�� �
��
��
� ��	��
!
�	��� 
�� ��� ������ �����'� �������
��	� 	
 #��� 
 ������

������� ������ �� �	�� �
��� 9��&%P 
�� 9��8%5&(!$$
���� ������ ������	����I� ������ ��
� 
������ 
�
����� 	

��� ���
� ��	��
�	�� ���� ����
� ��
� ��� �������� 
��

��
���� �� ��� �
�� �
� 
� ����� ��
�� �	������
����

��� ��
��	� ��������	
� ��� ��� �	�������
� 
�
�

���	��	�	� ���	��

4��������
��	�	
��	����� �������������/�!���������
��	�
�� �
�
������������
��"����	��
��� �
������!���������
����
	� /4@ ��"����� ����� 
�� ���	� ��	��
��� ��
� ����	����
��� 
���� �	�� ������� E��?* 	
 ��������� 
�� ���
������
�� ��	���� ,I������	� F 2	�����
���� &33<-� ���
	
 ��� ��	 ��	�� ��
���� 	
 /4@ ��"���� �� ��� �	!�
����
���������!�����'� ��	������� ��	��
�� 	� 4@9 ��
��� ���
4@9 

���� �� ��������� ���������� ��� 
�� �������
�	��
�� �����
� ��	�� �	������� ���������� ��� 5�� 
��
2�� �	���� ��
� 
�� ������ �	 
	�� �
�� 	
 ��� 
����� ����
,@
��� �� ��' &33 . 9
�
 F 2	�����
���� &338-� �����
�������� �	��
� ������� 
��	������ �	������� 5�� 
�� 2��
��������� ������������� ����� 
�� ������
� 
	� �
�
�����

�������� )����
� 
�����	�
� ��	�� ��������� ��	� �	��
�	�����
��	� 
� ���� ,9
�
 F 2	�����
���� &338. I���!
���	� F 2	�����
���� &33<-� �� 
 ��	��� /4@ ��"����

�� ��� �
����� ��	�� 

���� 	
 ��"���� �� ��� ���������
������� ����� 
�� &? ����� ���	���� ���� ��"���� ��
 ' 
���������� 	�� 	
 ����� &* 
�� 	
 ��� 4@9 ��
�� ,2	��!
���
���� &33*-� 2	������ ���� ������ �� ��	�� 
�	�� �����
�����	�	���
� 
�����	���

�� ��� ��"��	�	���
� ������ ��� ���� �������		� 4@9
��"��� �� ��	������
�� � ,$�	�- 
�	� �
��
��
� �����
,2
�
�� �� ��' &33 . +
����� �� ��' &33:. I������	� �� ��'
&33:. ���
���� �� ��' &33*-� $�	�
��� �
������ �
 �	� �����!
������� 	� ��
���	��� ��������� ��
���� ���� 	���	���� ����

 
��� ��������� 5!�������� ,I������	� �� ��' &33:-� !� ����	
������� ������� ��
� $�	� �	��� 

�����
�� ��	���� ����
!
�
��	� �� ��� ��	��
�	��� �	������ �� ���������� 
���!
���
��	� 	
 ��������� ��
��� �����
��� 
� ���������
���
�� ������
�� ����
�
��	� ,2
�
�� �� ��' &33 . @�
� �� ��'
&33*-� � ������ 	
 ��"���� �
� 
��	 ��������"�
��
���	��� ��������� ��
��� 
�	� 
��� ��������� ,5��� F
9���
�� &33(. D
� 0	���� F D������
 &33&-� 
�� �����

��
��� �
� ���� �	 �� ���
�������� �	 
�	�� 
������
!
��	� �	 ������ ��
� ������� ��	��	������

I� �
�� �������� �	������� 
 ����� 	� 
 ��
�� 4@9!
���� ��"���� 4��&>� ��
� �� 8&Q �������
� �	 ���
� $�	�
,������ �� ��' &33?-� 4��&> 
�� $�	� �
�� �����
� ��"��!

��� ��	�������� ���� ������� �
� ���
������� 
 ���������
����� ������
���� ���� ���E��E��!��������� ,4��EE-�

 �����
��� ��������� ������� ��� �
�� ��	 ��������� �
��
�� ���
�� �
����� 4��&> �
� ��
���� �� ���������!
��������� ��	���� ����
�
��	� 
�� 
������
��� 
���
��������� ��
���� ��� �,�)/ ��	��	����� ��
��� �
� ��
K����	�	����L �� ��������	� 	
 4��EE �� ����!����
�����. �� ���	 ��������	� 	
 4��EE 
��	 ���
��� 
�
	���
����
��� 	
 ��������� ��
���� ���������� ��
� ���

(�� ����� �,�-�����.��	����	�� ������ �� 2	�����
���� 
�� 	����� &:&3

*���'(����' +'  	
' "	��' @ ,&333-

ub
p1

4 (
+ Is

oT
)

ub
p1

4 (
+ U

bp
14

)

ub
p1

4 

UBP14
 

Ub

UBP14 (+ IsoT)

ubp14 (+ IsoT)

ubp14 (+ Ubp14)

UBP14 (+ Upb14)

ubp14 

UBP14 

(b)

(a)

Ub
Ub

Ub

Ub

5

4

3

2

+����� ?� /��
���� 	
 ������������	���� �	�#��
��� 
��
��	��	����� �� ��� ��	��
�	��� ,�- 2��
� $�	� �	���������

�  ' 
��������� �,�)/� ���
��	�� E�	��� 	� �
�
�
�����
I���!���� 
�� �,�)/ ����� �
������ ��� �����
��� ��
�����
���� ����
��� 	��	 ��������� ����
 �	��
����� &� �� ���&

�
�
�
���� �����
��� ��� ��
��� ���� �����
��� 
� 8( �5 
	�
����� �
��� ,,- A������	� 	
 ��
���	��� ��������� ��
��� �	
����!���� ������ �� �,�)/ ���
��� �� ��������	� 	
 ���
�
$�	�� ����!��������� �����	��	� 
�
����� 	
 ����� ��	�� ��
�
��� ,�-� 9	����	�� 	
 
��� ��������� 
�� ��������� ���������

�� �����
����



��	��	����� ��
���� ��������� 
�	� �	�� 	
 4��&> 
�� ���
�	 ��� 
������
��	� 	
 ��������� ��
����

��� �������� �����
���� 	
 ��� ��
�� 4��&> 
��
�
��
��
� $�	� ��	����� 
�� ����� �����
� ������
��
�����'������ ������� ���� �
� �� 
�����	�
��� ���
���� �	
���� ���� �	�#������� ��� �/0� 
	� ���
� $�	� ,I���!
���	� �� ��' &33:- �
� ��������� �� ��
�� �,�)/ ������ 
��
��� ����	���� 	
 ��� ��
��
	��
��� �
� ��
�
�����"���
7�������	� 	
 $�	������ ����� �	�����	�� 
��	�� �	����!
���� ���������� ��� �
�
�
���� ���������������� 	
 �,�)/
����� ,'���� ?�-� �� ��� �
�� ����� ��� ����� 	
 ��!

���	��� ��������� ��
��� �
� ������� �	 
�	����
�	��
�
��� ���� ��	�� 	������� �� ����!���� �����
,'���� ?,-� ���� ���������	� 	������� ������� ����� �����
	��� �	� ������ 	
 $�	� ���������. ������ ���� ���	� 	��
�������	� ����� �� �����	��	�� ���� 
� 
����	�� ��
�

��	��� ��� �������	� 	
 �
�	��
� 
�	���� 	
 ���	���!
�
�� $�	�� $� �	���
��� 	�����������	� 	
 4��&� 4�� 	�
/	
> ��� �	� �	����� ��� ����	����� 
��	��
������ 	
 ���
�,�)/ ���
��� �����
���� ��
� ��� ���������	� �
� �	� ���
�	 
 �����
� �����
�� �� ����
������
� ��������� ��	�����!
�
�� 
�������. �	��������� $�	���������	� �� �	�/ ����� ���
�	� 
���� ����� ���
�� ����	���� ,�
�
 �	� ��	��-� +�	�
����� �
�
� �� �	������ ��
� 4��&> 
�� $�	� 
�� 
���!
��	�
� �	�	�	�����

A�������� �� �
�� 
	��� ��
� ��� ��
��	�������
4��� ��	���� �
� ���������� 
	� 4��&> �� ��
�� �����

� ���� ,6������ �� ��' &33<-� $������������� 
 �' ���
	�����
���
�� �
����� 4��� ��	�� �	��
��� ��� �
� 

�����'� ��
��� �� �����������
� �����	����� ����
������� �	 ��1������
��� E���� ��� 
�����	�
� �	�	�	��
���� 4��&> 
�� ��� ���	����
��	� ��
� ��
�� �,�)/�
����� �
�� 
 ��
��� �� ���������!��������� ��	��	������
��� �����	�����
� ��
��� �� �,�& ���
��� �� ����
������ ��� �	 
� ���
������ 	
 ���������!���������

��	��	������ ����
�� 	
 	��� 	�� 	� 
 
�� ,���
����-
�����
�	�� 	
 �����������
� �����	������

2	� �� ��� ��"��
��� 
������� 	
 4��&> ����
������
���
�	����� �	 ������������	��
�	��!��������� ��	��	�����R
I� ��	�	�� ��
� �� ����������� ��� ����
������
� 
������
!
��	� 	
 ��������� ��
���� 4��&> ������ ����� ������� �	

�� ��������	� 	
 ��	��
�	��� 
�� �	�����
��� 	����
��"���� 	
 ��� ��������� ������ ,'���� <-� ���� �	��� ��
�	�������� ���� ��� ��������	� 	
 ���������!���	"���
�	�#��
�� ����
�
��	� 	������� ���� ���� �	������
��	��
	
 ��������� ��
��� ���� 
���� �	 
 ����� 
�
���	� 	

�
���� �������	���� ���
��� ,@�
� �� ��' &33*-� ��� �	��� ��

��	 �	�������� ���� ��� 	�����
� ��	�	�
� 	
 2
�
�� �� ��'
,&33 -� ��	 ��������� ��
� $�	����
�������� �	�����������
��
��� �����
��� ������ ������
�� ���
��	�� �� ���
��	��
�	�� 
�� ������� ������
��� ���������!���������
��	��	����� �� ���������� ��������	� �� ����� ���!
��	�����. �	������ 	�� �
�
 �����
�� ��
� �� ���	� �������!
	�� ��
��� �
� �	� ������ �	���� 
�	� ��	��
�	�� 
���	��
4��&> 
���	� �� ������ 
��	 �	 �� ������ �	 ��
� 	
 /	
>�
��� 	���� �
#	� /4@ ��"��� �������� 
	� �	��
� �
���
	
 ���������!��������� ��	��	����� �� ��
�� ,9
�
 F
2	�����
���� &338- ,'���� <-� @
��� 	� 
�
����� 	
 �	�/
���
���� /	
> �� ������ �	 
�� �� ���
���� ��������� 	�
�	����������� ��
��� 
�	� ������
��� ��
� �
�� ����
�
������ �	 ��� ��	��
�	��� +	��	���� ��� ����
�� 	
 ���
��
���� 4��&> �
� ���
������� ���� �	 �	�	�����
���������� I������ 4��&> �
� �����
�� ���� ��� ��	��
!
�	�� �	 �
���� ���� /	
>%��	��
�	�� ��	����� �� �	� ���
���
�� I� 	������� ��
� 
 �
�
�����
��� ��
����� �����
����
	
 4��&> ���
��� 
� 
 �	���
��!���
���� ���
��� 

'����� ��
� �� �	�������� ���� ��� �	��������� 	
 
 4��&>�
��	��
�	�� �����
���	��

��� �
�
 ������� ��
� ��� �	������
��	� 	
 
���
��������� ��
��� ���� �� �
��
���� �	���	���� �� ���	� ��

&: ( �� 2	�����
���� 
�� 	����� (�� ����� �,�-�����.��	����	�� ������

*���'(����' +'  	
' "	��' @ ,&333-

proteasome

Doa4/UbpX

E1/E2/E3

Ubp14

Doa4

E2/E3

+

proteasome +
'trimming' DUB

Ub
Ub

Ub

Ub
Ub

Ub

Ub

Ub

Ub
Ub

Ub

Ub

Ub

Ub

+����� <� �	��� 
	� 4��&> 
���	�

�� ��� ������
��	� ���	 ���
���������!��������� ��	��	�����
������� A���
�� 	
 �	������
��������� ��
��� 
�	� ������
��	��
�	��!�	��� ��	���� 	�
������� �� ��	��� ��� ���	�
� 	

���������� �� K��������L /4@
��"���� ,6
� �� ��' &33?- �� �	�
��������� 
�� �
� 
���
��� 	����
�	���������� ���� ����
�
��	��
�
������
��� �� ��� ����� �
���
�
����� ��� ��	���� �� K�	�������L �	
��	��	����� ����� ����� ���������
���

�� �
� �
�� �	�� ��������

����� �	 
 ��	�!
����� ��������
/4@� 4�������� 	���	���� �
�

��	 ���	�� ������� 
�	�
�	�����������
��� ������
��� ��
�

�� �	� �	��� �	 ��	��
�	���� ���
���	�����"�� ���
��	� 	
 ���
	����
�	����������� ��
��� �� 7 
��%	�
78 ��"���� �	 ��	���� �� �����
���
�� ��� �
���� 
��	��



������ 	
 ��
���	��� ��
��� �
� ������� ��	��	������ ����
�� �	������� 
	� ������
��!������� ����� 	� ��� ��	��
�!
	��� ��� 
 ����� ��
� �� �		 �	� �
� ������ ��� �G������
	
 ��	���� ����
�
��	� 
� ����� 
� ��
�� 
	� ����
��
������
���� ���� �
���� ��������	� �� �
��� 	� ��� '�����
��
� �	�� ���������!��������� ��	��	����� ������
��� 
��
��
����"�� �� ��
�� �� ��� 	�����	�����	� 	
 ����!����
4��&> 
�� ���� �	����
��� ���� 
 �������	� �� ����
!
������
� ������ 	
 �	����������� ��
��� ,������ �� ��' &33?-�
��� �	���	� 	
 ������
� ���������!��
�� ������ �� ����!
�
��	� 	
 ��������� ��
�� 
������� 
��%	� ���
�������
�
��� �� 4��&> 	� ��� 
�����	�
� �	�	�	���� �
� ����
��	���� 
 ����
���� 
	� ��
����� ��� ���
���� ����
!
�
��	� �
��� 	
 ��1����� ��	����� ������ ��
����� �����	�!
����
� 	� �����	�����
� �	�����	��� ��� �����	�����
�
��
��� 
��	��
��� ���� ��
����
��	� 	
 ��� ��
��	�������
�	�	�	��� 	
 4��&> ��	����� 
� 
��
���� ��
���� 	

��
� �
� 	���� ���� ���� 
 �����
�	�� ����
���� 

���
�	 �	�� ��	����� �� 
 �����������
� ���
��	��� $� �� 
��	
�	���	���� ��
� ���
� $�	� ��	"���� 
�� ���	��� ��
��	 ��1����� ����� �� 
�����	� �	 ����� ���#��� �	 
�����
!
���� ��������� 4��������!��������� ��	������ �	��� �����!

	�� �� �����
��� �� ��1������
� �	���	� 	
 ��� 
�������

��%	� �	�
��"
��	� 	
 ��������
� 4��&>!���
��� ��	"�����

�������
�


������� ��M�� )�
���
��
�� )�� H�
��"� @� ���I������	�� H� /�
F 2	�����
����� �� &33? !� ���	 ���
������� 	
 
��� �	�����!
������ ��
��� �� ��
�� 4��&> �	���
��� �
��� 	
 ��	����
����
�
��	� �� ��� ��	��
�	��� ���34' ��� >< *�><8<�

������� 5� )� F 2	�����
����� �� &33? $�����'�
��	� 	
 ���
��
��  () ��	��
�	�� �
�
����� ������� 
�� ������� �����
�!
��	�� �������� 
	� 
�����!���� 
	��
��	�� *�	
' 5��� &
��'  
�'
� & �
� ?&:*�?&*&�

@
���� A� ��� �	��
�� ;� I� F D
���
����� �� &33 4��������!
�����'� ��	��
��� 	
  �

���	��
�� 
���������� 5�	���� 	
 4@9 

�� 4@98� 
�� 
�����	�
� 
�
����� 	
 ��� 4@9 ���� 

����� 4'
��	�' ����' ����  8 8*>� 8 8?:�

@�
�� A�� /����
��� S�� O�
� E�� A����������� �� F 9���
��� 5�
&33* )��

�� ����	��	��� �������� 	
 �������������� ��
���
�������
� 
	� ��	��	����� �
�������� *�	
' 5��� &
��'  
�' � & ���
<*&�<**�

@�������� ��� D	������� 5� F )	����� �� &33? A	�� 	
 5��&� ��
���������
��	� 
�� ����
�
��	� 
� ��� 7A ���

���  
���
� ����
&<(*�&<(3�

5���� 9� F 2	�����
����� �� &33: @�	�������� ���������� 
��

�����	� 	
 ��� ��
��  () ��	��
�	��� ���34' �
�  * (� *8(�

5���� 9� F 2	�����
����� �� &33* ���	�
�
����� ������� ��	���!
���� �	����� 
����� ���� 
	��
��	� �� ���  () ��	��
�	�� �	
�	������	� 	
 
�������� ���� ��� 3*&�3? �

5���� 9�� ;	���	�� 9�� )	�������� ;������� )� F 2	�����
����� ��
&338 �������� ���������!�	�#��
���� ��"���� �
������
�� ��
��� �� ���	 ����
�
��	� 	
 ��� ��
�� ���� �������	�� ���� �
�
8:?�8*3�

5���� P� F 9���
��� 5� �� &33( �  :!���	�
��	� ���������
�
����� ��	���� ,7 - �
�
��"�� �����!��������� ��
�� ���������
��
 ������ >< 	
 ���������� 4' ��	�' ����' ����  & <8:� & <> �

/���� 6� A�� �		�
�� 5� A�� 9�
�
���� @� 5�� /��
����	� E� 0�
F )�
������� 5� �� &33 $�����'�
��	� 
�� �	�
��"
��	� 	
 

��������� ������� ������
� 
	� ��� �������!���� �
�
����� 
�������
	
 ��� ��	��
�	��� ��	
�������� ��� ? >?�?8::�

+
������ 6�� 9
����� 0�� +�������� )�� 2������ E� ;�� 2	
��!D
�� H�
F ;
�	�� ;� 5� &33: � ���
� ��!���������
���� ��"��� ����
�	�� ��	������
�� 
�� ������
�� 
��������� �� ����	� 6�� "���'
���� ?8�??�

+����
��� E�� )�
��
���� A� +�� 6
���I� )�� 5�	�� )�� 5	���� 7� ;�
F )��������� )� 6� &33: $�������	� 	
 ��	��
�	�� 
���������

�� �������!�����'� 
���	!������
� ����	���� �	��'�
��	�
�� �
��
�������  
���
� ���� ? *�?8&�

E�	�"��� ��� ����
�� �� I� F H��������� �� I� &33& 5����� ��
����
��� �� ��� ��������� �
���
�� 5����� �
�� &8 �&8<�

E�	��� ��� /��"��� 6�� 6	N ��� ;�� )�	��� /�� @	������� ���
@
������� 2� /� F 2����� A� &33? )�������� 	
  () ��	��
!
�	�� 
�	� ��
�� 
�  �> T ���	����	�� 5����� ���� >*8�>?&�

2
�
��� ��� I
���� ;� D� @�� A	��� $� �� F 2�����	� �� &33 �
��������� 5!������
� ��	������
�� ��
� 
��� 	� �	�����������
��
���U�	�� �� ��	���� ����
�
��	�� 4' ��	�' ����' ���� ?&3�? ?�

2����	���"� $�� A���� ;� F )��
������ ;� &33 �
����!���� �����!
���
��	� 
�� �
����!���� ������	������	� ��  �

���	��
��

���������� $� (�� �	��
���� ��� 
������� ,�	�	�� 	
 ��� �����
)
���
�	������  � E��� ��������	�� 5	�� )����� 2
��	�� 0M=
5	�� )����� 2
��	� 6
�	�
�	�� 9�����

2	� M�!5�� ��
��	�� ;� E�� 2	����� A� )� F )����� �� &33>
2����	������"
��	� 	
 ��� ��
�� ����& 
�� ���� ��	�����
�� ����
��� �� ��	 ������� "�����!���� �	����!�	�� �	��
��
���34' ��� &>(8�&>&8�

2	�����
����� �� &33* 4��������!��������� ��	���� ����
�
!
��	�� &' +��' 2����' ��� >(:�>83�

2	�����
����� ��� 9
�
� +� A�� 5���� 9�� )�
���
��
�� )��
;	���	�� 9�� )�����
�� 6�� ������� �� F 6�� )�!;� &33: ���
/�� �
���
�= ������� 	� ��� 
�����	�� 
�� ����
����� 	

���������!��������� ��	���� ����
�
��	� �� ��� ��
��  �

���	0
��
�� 
�����������	�� �����7��,	� ���'8����'��	�'��� :(8�:&8�

;	���	�� 9� A�� )�
��	�� A�� A
������
� 6� F 2	�����
����� ��
&33< /���
�
��	� ����
� �
����� �� �����	������"
��	� 	

���� 
�� ����& ��	��� ����� ����
� ���������	� �� ���
������������	��
�	�� �
���
�� ���� �
�  &?�  ?�

H	��� +�� 2������ H� @�� /
���
��� @�� H���������� 9�� )	���� ��
F 4������"� I� &33? )������ 
��
������� �� ��� ���
�  ()
��	��
�	��� *�	
' 5��� &
��'  
�' � & �
�  383� 3>>�

H	����� H� �� F 2�1
���� �� 5� &33? )�������	�� 	
 ���
��
)�0� ���
��	�= 
 �	�� 
	� ��� ��������� ������ ��  �

���	0
��
�� 
��������� �����	��	�� 
�����	�� 2�����
� �
�� >(3�> (�

H	����"��� /�� A
�	�� @�� H���
� A� E� F +���� E� A� &33>
A����
��� ����
�
��	� 	
 ��� ��
��������	� 

��	� E��>�
���34' ��� *( &�*(8(�

6
�� M� ��� O�� I�� /��
����	� E� 0� F 5	���� A� 7� &33?
7������ 	
 ��������� �	�#��
��� �� 
� ��	������
�� �� ���  *)
��	��
�	��� 5����� ���� ?8?�?>(�

6������� /� +�� ������� �� M�� /����� I� ;�� @���	�� ;� /��
2	�����
����� �� F E	���� A� 2� &33< � �����������
����
��"��� �����'� 
	� 
��� �	����������� ��
��� �� �������� 
	�
�����	����� ��� �	� ��	��� �� ��
��	�������� 4' ��	�' ����'
����  3&?<� 3&<?�

6	N ��� ;�� )�	��� /�� ;
�� @�� P������ 9�� @
��������� I� F
2����� A� &33: 5����
� ��������� 	
 ���  () ��	��
�	�� 
�	�
��� 
���
�	� (� �
��	������ 
� 8�> T ���	����	��  
���
� ����
:88�:83�

6��
�� �� &33* 5	���� �	���= ��� ���������� 
�� ��� 
�����	���
(����� ��	
���'  
�' ��� 8?:�8< �

�
���� �� ��� )���	N ���� A�� 6������� )�� I
�������� +��
P
��	��
�� H�� E����� 5� F ����	�� /�I� &33< 6���	�� 
�	�
���
��� &< ��	��	�� ����= 
	��
��	� 	
 �	��� ���
��� '�
������
���	��
�� �	�� 	
 ���
��� ? 
�� 
������
��	� 	
 �����!�����'�
���
��� <!�	������ 
�����
���� 4' ���� ��	�' �
�� &>>&�&>:&�

���
����� +�� E������� 6�� 9�
�	��	�� 6�� 2������ I� 9� F
)����� A� 6� &33* H������ ������� 	� ��� ��������	� 	
 ��	�����!
�
��� �� ��������� 
�������� ��	
�������� ��� & <38�& 3((�

9
�
� +� F 2	�����
����� �� &338 ��� ��
�� �3&/ ���� ���	���

 �����������
���� ��"��� ���
��� �	 
 ��	���� 	
 ��� ���
�
���! 	��	����� 5����� ���� 8&8�8&3�

9������ ;� �� &33> 9�	��
�	���= ��	���� ����
�
��	� �
������
	
 ��� �����(����� ��	
���'  
�' ��� 8??�8< �

(�� ����� �,�-�����.��	����	�� ������ �� 2	�����
���� 
�� 	����� &: &

*���'(����' +'  	
' "	��' @ ,&333-



A����������� �� F A	����� )�I� &33* 97)���������� 
�� ����!
�
��	� �� ��	��	������(����� ��	
���'  
�' ���  *?� ?&�

A����� /� �� F +������ /� &33: ��� ��	��
�	��= 
 ��	����!
����
���� 	��
�����R ����' ��	�' �� <:>�<:<�

)���	N ����� 7�� 6��
�� ��� )�	��� /�� 6	N ��� ;�� 2����� A� F
@
��������� I� &33: 9�	��
�	�� 
�	� (����	������ �
��	0
������= 
 ����	���� ��	��
���  
���
� ���� :?3�:< �

������� ��� )�
�"������ 6� �� F @	��
��� /� &33> 4��������!
��������� �!#�� ����
�
��	� �� ���	 �� ����
��� �� ��� �
�	�
��� ���� ��� ?<?�?3<�

D
� 0	����� )� F D������
� A� /� &33& 5�	���� 
�� ��
�
����!
�"
��	� 	
 
  (!�/
 ��������� �
����� ��	���� 
�	� ���
� ��
�
�
�
��"�� �������������� ��
�� 
	��
��	� �� ����	� *�	
' 5���
&
��'  
�' � & ��� &(  3?�&( 8(&�

D
���
����� �� &33? ��� ��������� ������� (����� ��	
���'  
�'
��� 8<8�8<?�

I������	�� H� /� F 2	�����
����� �� &33< /����������
����
��"����� $� �,�-����� ��� ��� ,�	�	�� 	
 ��� 
��� ,��� ;� �� 9������
;� A� 2
���� F /� +�����-� ��� 33�& :� 0��M	��= 9������

I������	�� H� /���
��
����D� 6�� �L5	��	�� 6� @�� 6
����� 5� 0��
H
������� 7� F 9���
��� 5� �� &33: ���
�	���� 	
 ��� �	��!
��������� ����
�
��	� ����
�= ���������� ����
����� 
�� �	��
	
 ��	������
���� ��	
�������� �
� &> :8:�&> :>*�

�	�����	
�
�� M
�
���
 ,�+� ( +�����
� *�	9�
�� 1�	�	 ����������� 1�	�	�
4����-� I�
� �� ��� ����	���� 	
 4@5* 
�� 4@5?
��	��	��R

�� 2	�����
����� ���� 
�� 
 ������ ��1�����= 4@5* �
� ����
������ �� ��� �
� 	
 
 ����	����� $� �	�� ���� �	 �� ���	��
��

	� ��� ����
�
��	� 	
 7A ��	�����U�
������
��� 
����
��
7A ��	������ ��� 	��� K��
��L ����	���� 
	� ������ ���
�� ��
��
� 4@5? ���
��� 
�� ��������� �	 �
������

H� �� 0
����� ,+�����
� !�������� 
	� �	��
���� *���	�	���:������
&������-� M	� �����	��� 
� ��� ��������� ��
� ��� �����
�
�	�
��"
��	� �������� ,06)- ����� �� ���	��
�� 
	� ����
!
�
��	�� /	 �	� �
�� 
�� �������� ��
� �	�� ����
� �� ��
��� 

���������
��	� ����
� 
� 	��	��� �	� ���L� �
�� 
 �����
� ���	��
����
�R

�� 2	�����
����� +���� 	
 
��� �� �	�L� �
�� 
� �� ����	 ������ �	
��	� ��
� ����� 
�� ������ �1���� 	� ���������
��	�� $� ��
�	������ ��
� 
� ��
�� 
 �	��	���� 	
 ��� ����
� 
�����	�� ��
�����
� ���	��� I� �
�� 
	��� ����� 
 ��
��!
����� ���
��
����� �� ��
������ �� ���	����� ��	����� ���	 ��� ������� ��
�
��� ���)!��
� 
���	� �	�� ��
� �� ��� ���	��
�� ��� �� �����
�
����� ����
���� 
�� ��� �
��� ����
�
��	� ����� �������� ���
7A!�	�
��"�� 4@5* 
��4@5? ��"����� )	�� ����� ��� 06)
����� ���� �	 �	������
�� ��� ��	���� �� ��� �����
�
��������� ��� 
 ��	�� �	 �����
� ���	�� �	�� �	� �������
4@5*%?!��������� ����
�
��	�� 2	� ,	� �������- ���
�����
� ��	���� ����� �� ��
���	�
��� 	�� 	
 ��� ������� ��
�	�L� ��	��I� �	�L� ��� 
� 	���	�� �����
� ���	�� ��������
�� � �

�� ����� ,�	���  ���� 7	������� (	�	��	� 3�����	� ������-� 2
��
�	� ������'�� �	�����
�	�� ���
��	�� �� �& ��
� 
��	� ���
�	����� �	 �� ����	��� 
�� ��� ��� 
���	���
�� �1���� 	�

��
����"
��	�R ��� ���	�� ������	� �� ��
� �� �� �	�����
���
�
����	�� �	 �
�� ���
��	�� �� �����
�	�� ��	����� ��
�

���� ���� ����� ��� �	� ���� ��
� ����� 
���L� ������ ��
����
�� ���� ���� ��
� ����� �
�� �	�� ��
	������ �	������
�
�1��� 	� ��
����"
��	�R

�� 2	�����
����� $� ���������� �� ����� �� �	������ �	 �
��
���� �	�����
�	�� ���
��	��� I� �
�� ����� �	 �	 ���� ��
�
���� �����'� ���
��	�� �� ��� 
�����
���� ����� 	
 �&�
�	������ �� 
	��� �	 �	�����
�	�� ���
��	��� I� �
���L�
����� �	 �
��	��� ���
����"� �& �		���� �����'�
��� 
	�
�	�����
�	�� ���
��	��� �� 
	� ��� ���	�� ������	�� 
�� $
�
� �
� �� �� 
�� �	� 
������� ���� ���� �� 
�� �
� ��
� ��
�
� ��
����. �� �
�� �		��� ���� �
��
���� 
	� ��1������� ��
��	���
��	� �� ����	���� ��L�� �		��� 
� �
��	�� �
���� ����
�G������ 
�� 
� ��
���� �� ��������	� 	
 �&!� 
�� � 
	���
�	� �
�P 
���	��� �	 $ ����� ��� �
�
 
���� 
�
���� ����
����
�
��	��

A� �� 2��� ,!�+6 ����� 7��� "�,	���	����� 7���
	�������� �1-� $
�
� ��������� �� �	�� ���������	� �	� ����� ���� �������
�		� 

���� �		�� $ ��	���� �
��� 	� �	� �
�� ��
� �
 �	�
������ ��	�� &(�& ��������� �	� ��� ��
����"� ��� ��	�����
���� �	� �
�� 
 �	��� ���
�� ����� ����L� ��
����"� ���
��	���� �	 �	� �
�� �� 	� ��� ���������	� �	���� $� ��
�
�	�����R

�� 2	�����
����� ��
� �� �	����� ��
� $ �
��� I� �	���
�
�� 	�� ���
��	� ����� ��
��� ��� ���������	� �	� ���
��
����� ���� 
� ������� :? 
�� ��
� ��	���� �� �
���
���
��
����"�� ,��	! �	 �����
	��-� $
 �� ��� 	1 ��� ���������	�
�	� �� �	�� ��
����"� ��� ��	����� )	 ����� �� �	�������
���	��
�� �� ��� 5!������
� �
�� 	
 ���� ����
� �����
�	��
��� ��� ���������	� �	�!���� ��������� ��� ��� �	���
���
������� �������� ��� ���������	� �	� �����
 ����� �	� ��
���	��
���I� �
�� 
��	 ����� �	 ��� �
 ����� �� 
�� ��
��� ��
��� �
�
!��
� 	
 � ������ ��� ���� ����� 
�� �	 

� �� �		�� ����
��� �
�� 	
 ����
�
��	� �	�� �	� ��
�
���
��� ��
��� ������
��� ���� ������

;� /�V�� ,!�+6 ����� 7��� "�,	���	����� 7���
	�������� �1-� M	�
����L� �
� ���� ���� 
�	�� ��� 5!������
� ��������� $� ��

1����� ��� �
�� �
� �� 
�� 	
 ��� �	� ���
���R

�� 2	�����
����� $� �� ��'������ �	� 
1����� �� ��� �	�
���
��� ����� ������� ��	��
�	�� ���
���� I� �
���L� �	��
���� �	�� ���� ���� 
	� �������
� ��
�	��� I� �	�L� ��	�
������� ���� ���� �������� �	��������� �	 � ��
������ 
� 
���

;� /�V�� ,!�+6 ����� 7��� "�,	���	����� 7���
	�������� �1-�I��
�	 �	� ����� ���
��	� 	
 
 ��������� ���	�#��
���� ��"���
��
����"�� � R ���� ����� �	����
� �	�����!����������

�� 2	�����
����� I�L�� 
	��� ��
� ��� ���
�� �� ���
��������� ���	�#��
���� ��"��� ,/	
>�- ��
����"�� �	��
��	������ /	
>� ����� �	 
�� �
�� �� ��� �
���
� �	 �������
��������� 
�	� ��	��
�	��!�
����� ������
���� 
�� �	�/
���
��� 
�� 
��	 �������� 	
 
��� ����������

&:  �� 2	�����
���� 
�� 	����� (�� ����� �,�-�����.��	����	�� ������

*���'(����' +'  	
' "	��' @ ,&333-


