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1. Einleitung 1

1 Einleitung

1.1. Ubiquitin und Ubiquitin-&hnliche Proteine

Proteine sind der funktionstragende Teil einer Zelle. Zur Durchfihrung
verschiedenster Funktionen und zur schnellen Antwort auf interne und externe
Veranderungen mussen Proteine steuerbar, d.h. in ihrer Funktion und Aktivitat
regulierbar sein. Dies geschieht durch Modifikationen, die nach der Proteinsynthese
erfolgen und deshalb als posttranslationale Modifikationen bezeichnet werden. Im
Laufe der Jahre wurden die verschiedensten Modifikationen, wie z.B.
Phosphorylierung, Methylierung und Glykosylierung verschiedener Aminosaurereste
in Proteinen gefunden. 1975 wurde dann die Entdeckung gemacht, dal3 Proteine
neben diesen Modifikationen mit kleinen Molekilen auch mit einem kleinen
hochkonservierten Protein namens Ubiquitin modifiziert werden kénnen. Diese
kovalente Verknupfung von Proteinen mit Ubiquitin, welches aus 76 Aminosauren
besteht, erfolgt durch eine Isopeptidbindung zwischen dem C-Terminus von
Ubiquitin und dere-Aminogruppe eines Lysin-Restes im Zielprotein. Dartber hinaus
besitzt Ubiquitin ebenfalls mehrere Lysin-Reste und kann somit selbst ubiquitiniert
werden, was zu Poly-Ubiquitin-Ketten fuhrt. Man spricht hier von
Polyubiquitinierung. Wird ein Protein polyubiquitiniert, fuhrt dies zu seiner
Erkennung durch eine zelleigene Degradationsmechanerie, dem 26S Proteasom, der
Hauptprotease des Zytoplasmas und Kerns eukaryotischer Zellen. Das Protein wird
abgebaut, Ubiquitin wird abgespalten und der Zelle wieder zur Verfiigung gestellt
(Jentsch& Pyrowolakis, 2000, Hochstrasser, 1996, Hochstrasser, 2000). Neben
dieser Polyubiquitinierung gibt es noch die so genannte Monoubiquitinierung, bei
der nur ein einzelner Ubiquitin-Rest auf das Zielprotein Ubertragen wird (Hicke,
2001). Poly- und Monoubiquitinierung fuhren verschiedene Funktionen in der Zelle
aus (Weismann, 2001, Hershk& Ciechanover, 1998, Pickart, 2000).
Monoubiquitinierung spielt z.B. eine wichtige Rolle in der funktionalen Regulierung
von Proteinen angefangen bei der Histonregulation und Endozytose bis hin zur
Virusknospung.

Parallel zu Ubiquitin wurde eine wachsende Anzahl Ubiquitin-verwandter Proteine
entdeckt. Man kann hierbei 2 Klassen unterscheiden: zum einen die so genannten
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2=Ubiquitin-like modifiers* (UBLs) und zum anderen die_hlduitin domain
proteins® (UDPs). UBLs zeigen das typische Ubiquitin-Faltungsmotiv. Sie werden
analog zur Ubiquitinierung kovalent mit spezifischen Zielproteinen verkntpft und
verandern so deren Funktionalitat in der Zelle. Genau wie die Ubiquitinierung ist
auch die Modifikation mit den UBLs reversibel, d.h. sie werden durch spezifische
Proteasen wieder von den Zielproteinen entfernt (Siehe Kapitel 2.3.3.). Zu der immer
grofRer werden Menge von UBLs gehdren unter anderem SUMO-1 (auch bekannt als
Sentrin, GMP1, PIC1 und SMT3C), Nedd8/Rubl, ISG15 (Interfetionukated gne

15) (auch bekannt als UCRP),BAG-1, Apg8 und Apgl2, um nur einige aufzuzahlen
(siehe Review Schwar& Hochstrasser 2003, Jents&Pyrowolakis, 2000, Luders

et al., 2000). Die UDPs enthalten hingegen Doméanen, die das typische Ubiquitin-
Faltungsmotiv aufweisen. Sie zeigen dabei aber nicht unbedingt eine
Sequenzahnlichkeit zu Ubiquitin. Diese UDPs enthalten ansonsten keinerlei
Verwandtschaft zueinander und werden im Gegensatz zu den UBLs nicht an
Proteine gekoppelt.

1.2. SUMO

Zu den wohl am meisten erforschten UBLs gehort SUMO-1 (srbajuiin-related
madifier), das als UBL von RanGAP1, dem GTPase-aktivierenden Protein der
GTPase Ran entdeckt wurde (Matunis et al.,1996, Majahan et al.,1997). Das aus 101
Aminosauren bestehende Protein besitzt nur 18% Sequenzidentitat zu Ubiquitin,
zeigt aber die Ubiquitin-typischappap-Faltung (Bayer et al., 1998). Die
Hauptunterschiede zwischen beiden Proteinen bestehen zum Einen in der
unterschiedlichen Oberflachenladung, wodurch die spezifische Interaktion mit ihren
jeweiligen Enzymen gewabhrleistet wird (siehe Kapitel 1.3) und zum anderen in der
SUMO-spezifischen N-terminalen Doméne (Bayer et al., 1998).
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SUMO-1

Bayer, P. ot 34, Cornilescu, G. & &£,
J Mol Biol. J.Am.Chem S0¢.
(1998) 280, 275-286 (1008) 120, 6836

Abbildung 1.1: BBappap-Faltung von SUMO-1 und Ubiquitin
a-Helices sind in rotp-Faltblatter in blau angegeben. Der flexible N-Terminus von SUMO-1 ist mit
einem roten Pfeil gekennzeichnet.

SUMO ist in allen Eukaryoten zu finden. Wahrend aber Invertebraten nur ein
SUMO-Gen besitzen, gibt es in Vertebraten 3 Familien-Mitglieder (Kamitani et al.,
1998, Saitoh& Hinchey, 2000, Tatham et al., 2001), SUMO-1, 2 und 3. SUMO-2
und SUMO-3 zeigen zueinander 95% Sequenzubereinstimmung, wéhrend ihre
Homologie zu SUMO-1 nur etwa 50% betragt, was der Homologie von SUMO-1 zu
Smt3, dem Hefe-Homolog, entspricht (siehe Abbildung 1.2).

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
1 |
SUHD-1 HSDOEAKPSTED-—LGDKKEGEYIKLKYIGQDSSETHFKYKHT THLKKLKESYCQROGYPHNSLRFLFEGORIADNHTPKELGHEEEDVIEVYQEQTGGHSTY
SUHD=2 HSEEKPKEGYKT=-==---EN-DHINLKVAGODGSYVOFKIKRHTSLSKLHKAYCEROGLSHROIRFRFDGAPINE TDTPANLRHEDEDT IDVFQOOTGGYPESSLAGHSF
SUHD-3 HADEKPKEGYKT=—----ENNDHINLKYAGODGSYYOQFKIKRHTPLSKLHKAYCEROGLSHROIRFRFDGOPINETDTPAOLEHEDEDTIDYFOQOTGGYY
S.c.5nt3  HSDSEVHOEAKPEVKPEVKPE THINLKY-SDGSSEIFFKIKKTTPLRRLHEAFAKROGKEHDSLRFLYDGIRIQADOTPEDLDHEDNDIIEAHREQIGGATY
Ubiquitin HOIFYKTLTGKTITLEVEPSDTIENYKAKIODKEGIPPDOORLIFAGKOLEDGRTLSDYNIOKESTLHLYLRLRGG
Consensus MSd....ciecssassssssass iJAkV, .. es )t ofklb, b, Dk, ... r#6, pndq Rf 2.6, .i.d, . Tp. #l . né #dti..... R

Abbildung 1.2: Sequenzvergleich der SUMO-Familienmitglieder mit Ubiquitin.

Die Sequenzen von humanem SUMO-1, -2 und -3 werden verglichen mit der Sequenz von SMT3 aus
Saccharomyces cerevisiae und humanem Ubiquitin. Identitaten sind in rot dargestellt, Ahnlichkeiten

in blau. Die Vorlaufer-Prozessierung verlauft C-terminal vom Doppel-Glycine-Motiv (Scheren
Symbol).

Tatsé&chlich scheint es auch eine funktionale Heterogenitat zwischen SUMO-1 auf

der einen und SUMO-2 und -3 auf der anderen Seite zu geben. So wird verstarkte
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SUMO-2 und -3 Konjugation durch Stress induziert, SUMO-1-Konjugation
hingegen bleibt davon unbeeinflul3t (Sai&liHinchey, 2000).

1.3. Enzymatik der SUMO- Konjugation

1.3.1. E1 und E2-Enzyme

Die Konjugation von SUMO, auch SUMOylierung genannt, verlauft enzymatisch
analog zur Ubiquitinierung. SUMO wird wie Ubiquitin als inaktives Vorlaufer-
Protein hergestellt. Das zur Konjugation notige C-terminale Glycin-Glycin-Motiv
wird erst bei der Prozessierung durch eine spezifische Cystein-Protease, genannt
,UBL specific_potease” (ULP), freigelegt. Danach erfolgt die SUMOylierung des
Zielproteins in einem enzymatischen 3 Schritte-Prozel3 (Hochstrasser, 2000, Muller
et al., 2001). Der 1. Schritt, die Aktivierung von SUMO, erfolgt durch das E1-
Enzym, welches dann SUMO im 2. Schritt auf ein reaktives Cystein des
konjugierenden Enzyms (E2) transferiert. In den meisten Fallen wird ein zuséatzlicher
Faktor, eine sogenannte E3-Ligase, gebraucht, um eine Isopeptidbindung zwischen
SUMO und dem Zielprotein zu bilden.

Das E1-Enzym fir SUMO ist ein Heterodimer bestehend aus den beiden Proteinen
Aosl und Uba2 (auch bekannt als SAE1 und SAE2) (Johnson et al., 1997). Bei
Vergleichen mit dem E1-Enzym von Ubiquitin, UBA1, zeigt sich, dal3 die
enzymatisch aktiven Seiten, welche wichtig fur die Aktivierung von SUMO sind, auf
beide Proteine aufgeteilt sind. Aosl formt zuerst in eiddrR-abhéangigen Schritt

ein Adenylierungs-Intermediat mit dem C-Terminus von SUMO, bevor eine
Thioesterbindung zwischen der Carboxylgruppe am C-Terminus von SUMO und
dem aktiven Cystein in Uba2 gebildet werden kann (Kim et al., 2002). Aos1 zeigt
dementsprechend auch Sequenzahnlichkeit zum N-Terminus von UBA1, der notig
ist fur die Adenylierung von Ubiquitin, wahrend Uba2 Sequenzahnlichkeit zur C-
terminalen Region von UBAL zeigt, die das aktive Cystein tragt (Johnson,et al.,
1997, Desterro et al., 1998, Okuma et al., 1999, Gong et al., 1997). SUMO hat im
Gegensatz zu Ubiquitin nur ein E2-Enzym, genannt Ubc9. Ubc9 bindet an den E1-
SUMO Komplex tber eine Interaktion mit dem E1-Enzym und mit SUMO (Tatham
et al.,2003). In diesem Komplex wird SUMO von dem E1-Enzym auf das E2
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Ubertragen und bildet eine Thioesterbindung mit dem aktiven Cystein in Ubc9
(Cys93). Ubc9 ist hierbei spezifisch fur SUMO und kann keinen Thioester mit
Ubiquitin formen (Desterro et al., 1997, John$rBlobel 1997, Schwarz et al.,
1998). Die Erklarung hierfiir ergibt sich daraus, daf trotz genereller Ahnlichkeiten
zwischen Ubc9 und den bekannten E2-Enzymen von Ubiquitin, es wichtige
Unterschiede gibt, die essentiell fur die Spezifitat der Enzyme sind. So ist die Ubc9-
Oberflache, die mit SUMO interagiert, positiv geladen. Dadurch ist eine spezifische
Interaktion mit SUMO gewaébhrleistet, da SUMO im Gegensatz zu Ubiquitin eine
negative Oberflachenladung besitzt (Giraud et al., 1998, Liu et al., 1999). Die
entsprechenden Regionen bei den E2-Enzymen fir Ubiquitin sind dementsprechend
negativ oder neutral geladen. Das E1- und E2-Enzym von SUMO ist sowohl im

Kern als auch im Zytoplasma der Zelle lokalisiert.

A E1 Substrat
C-terminale
Hydrolase g

HECT- L|gasen
@ Q = n

Ubiquitin UBA1 Ubcs

HING -Finger-Ligasen

O =

SUMO

Siz1/2, PIAS Fam|l|e
ﬂanBPE

A\

Aos1/Uba2 Ubc9

Abbildung 1.3: Enzymatik von Ubiquitinierung und SUMOylierung.

(A) Ubiquitin und SUMO werden als Vorlauferproteine synthetisiert und C-terminal durch eine
Protease prozessiert (vertikaler Pfeil). Danach werden sie mit Hilfe von aktivierendem Enzym
E1 und konjugierendem Enzym E2 an Zielproteine gehéngt (oftmals tber die Wirkung von E3
Ligasen).

(B) Der Carboxyterminus von SUMO wird unter ATP-Verbrauch durch Adenylierung aktiviert
und auf ein aktives Cystein in Uba2 Ubertragen, wo es mit dem Enzym ein Thioesterbindung
eingeht. Danach erfolgt die Ubertragung auf ein Cystein des E2 Enzymes Ubc9 mit erneuter
Thioester-Bindung. AbschlieBend wird SUMO direkt, oder mittels einer E3 Ligase auf das
Zielprotein Ubertragen, wo es mit einem Lysin eine Isopeptidbindung formt (Abbildung
modifiziert nach Mdller et al., 2001).
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Im Gegensatz zu Ubiquitinierung, wo die Auswahl der Ubiquitinierungs-Stelle kaum
mehr als den Lysin-Rest bendtigt, konnte bei den SUMO-Zielproteinen eine
Konsensussequenz fir die SUMOylierung festgestellt werden. Es handelt sich dabei
um die Sequeng)KxE, wobei ) eine grof3e hydrophobe Aminoséure bezeichnet
(bevorzugt Isoleucin oder Leucin), den zu modifizierende Lysinrest, x eine

beliebige Aminoséure und E Glutamat (Sampson et al., 2001)(siehe Abbildung 1.3).

1.3.2. E1 und E2-Enzyme sind fur die Modifikation einiger

Proteine ausreichend

Bei der SUMOylierung war lange unklar, ob E3-Ligasen Uberhaupt notwendig sind,
da in vitro E1- und E2-Enzym, zumindest in hoher Konzentration, fur die
Modifikation von Zielproteinen ausreichen. Dies konnte unter anderem fir
RanGAP1 undKBa gezeigt werden (Melchior, 2000, Okuma et al., 1999). Dies
impliziert, daf3 Ubc9 bis zu einem bestimmten Grad die Substrat-Spezifitdt bestimmit.
Tatsachlich konnte durch Struktur- und Bindungs- Analysen gezeigt werden, daf3 die
KonsensussequengKxE direkt von Ubc9 erkannt wird und das Ubc9 auch direkt
Uber andere Sequenzen mit dem Zielprotein interagieren kann (Bernier-Vilamor et
al., 2002, Liu et al., 2002, Sampson et al., 2001). Die Tatsache, dafl} zwar einige
Proteinein vitro mit E1 und E2 modifizierbar sind, aber eine grol3e Anzahl nicht,

deutet darauf hin, dal3 weitere Faktoren dafur bend6tigt werden.

1.3.3. E3-Ligasen

Eine E3 Ligase wurde definiert, als ,ein Enzym, das direkt oder indirekt spezifische
Proteinsubstrate bindet und direkt oder indirekt den Transfer von einem Thioester-
Zwischenprodukt zu einer Isopeptidbindung mit einem Protein oder einer Ubiquitin-
Kette fordert* (Hershko% Ciechanover, 1998) Es gibt bei der Ubiquitinierung
verschieden E3-Ligase Typen, die diese Verknupfung durch verschiedene
Mechanismen ausfihren oder fordern. Bei der Familie der HECT-Ligasen
(homologous to the &AP arboxyl £rminus) wird Ubiquitin direkt vom E2-Enzym

auf die E3-Ligase ubertragen und bildet mit einem aktiven Cystein-Rest in der

HECT-Domane eine Thioesterbindung. Der N-Terminus enthélt die Substrat-
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Bindungsstelle. Die grofdte Klasse der Ubiquitin-E3-Ligasen sind die RING-Finger
Ligasen (really nteresting_ew gene). Diese Proteine zeichnen sich durch eine
spezifische Doméane, den RING-Finger aus. Dieser besteht aus einem Oktet von
Cystein- und Histidin-Resten, die 2 Zink-lonen komplexieren und so eine globulére
Domaéne formen. Diese grof3e Klasse wurde wiederum in 4 Unterklassen unterteilt:
SCF-Komplexe (Kip-Cullin-E-box-complex), CBC-Komplexe_{d2-Elongin B
Elongin C complex), APC-Komplexe_(Aaphase-Rpmoting mplex) und
letztendlich die SPRF_{i&gle-polypeptide_RNG-Finger). Wie die Namen schon
zeigen, handelt es sich bei den ersten 3 Unterklassen um grof3e Proteinkomplexe,
wahrend die SPRF-Ligasen nur aus einem Protein bestehen. Alle diese RING-Finger
Ligasen binden sowohl das Zielprotein, als auch das E2-Enzym, welches dann
Ubiquitin selbst auf das Substrat Ubertragt. Sie fungieren als nicht-enzymatische
Adapterproteine. Es wird diskutiert, ob sie datberhinaus eine allosterische Wirkung
auf das E2-Enzym haben (Pickart, 2001). Die letzte Familie der Ubiquitin E3-
Ligasen stellen die U-box Proteine dar. Sie funktionieren ebenfalls als nicht-
enzymatische Adapterproteine und sind gekennzeichnet durch die U-box Doméne,
welche trotz fehlender Metallbindender Reste bei Strukturanalysen eine verbliffende
Ahnlickeit zu RING-Finger Ligasen aufweist (Ohi et al., 2003). Man kann sie
deshalb auch als modifizierte RING-Finger-Ligasen betrachten, weshalb sie
grol3tenteils als Untergruppe zu ihnen gerechnet werden.

In den letzten Jahren konnte die Frage nach den E3-Ligasen fir SUMO geklart
werden. In Saugern wurden die Mitglieder der PIAS-Familie, sowie RanBP2 und
Pc2 isoliert. In Hefe wurden Siz1(UlI1) und Siz2 (Nfil) als E3-Ligasen fur SUMO

identifiziert, welche ebenfalls Mitglieder der PIAS-Familie sind (siehe Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1 Auflistung der SUMO-E3-Ligasen und ihrer bisher bekannten Substrate

E3 Ligase Substrat Ref.

PIAS-Familie (SP-RING)

Sauger

PIAS1 GRIP1 Kotaya et al., 2002
CtBP1 Kahyo et al., 2001
Androgen Rezeptor Nishida et al. 2002
Sp3 Sapetschnig, et al. 2002
c-Jun/p53 Schmidt& Muller 2002

PIAS3 IRF-1 Nakagawa et al. 2002
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PIASxa Androgen Rezeptor Kotaja et al. 2002
/ c-Jun Nishida et al. 2002
STAT1 Rogers et al. 2003
PIASX3 c-Jun / p53 Schmidt& Mdaller 2002
PIASy LEF1 Sachdev et al., 2001
GATA-2 Chun et al., 2003
Cmyb Dahle et al.,2003
Smad3 Imoto et al., 2003
SMAD4 Lee et al., 2003
C/EBPalpha Subramanian et al., 2003
Tcf-4 Yamamoto et al., 2003
Hefe
Sizl Septins Johnson et al., 2001
Takahashi et al., 2001
Siz2 Septins Johnson et al., 2001
Takahashi et al., 2001
RanBP2 HDAC4 Kirsh et al., 2002
HDACL1, -6, MITR | Kirsh et al., 2002
Sp100 Pichler et al., 2002
Pc2 CtBP1 Kagey et al., 2003
CtBP2

Die groldte Klasse der bekannten SUMO E3-Ligasen besteht aus Mitgliedern der
PIAS-Familie (proteinnhibitors of &tivated JAT) PIAS1, PIAS3, PIASH,
PIASX3, PIASy, Siz1 und Siz2. Alle bisher bekannten Substrate der PIAS-Familie in
Saugern sind eng mit transkriptionaler Regulation verknupft (siehe Review Schmidt
& Muiller, 2003). Die PIAS-Proteine ahneln sich im N-terminalen-, sind aber sehr
verschieden im C-terminalen-Bereich. Sie zeichnen sich durch eine konservierte
RING-Finger-&hnliche Doméne aus, den sogenannten SP-RING I&S8zRNG)

(siehe Reviews Hochstrasser, 2001, Jackson, 2001). Obwohl in diesem SP-RING
zwei bei RING-Finger Proteinen konservierte Cysteine fehlen und noch geklart
werden mul3, ob sie Zink-lonen komplexieren kdnnen, liegt es nahe, daf} sie zur
selben Familie der E3-Ligasen gehoren, wie die RING-Finger Proteine. Ein weiterer
Hinweis in diese Richtung ist die Aufklarung der Kristallstruktur der Ubiquitin-E3-
Ligase c-Cbl im Komplex mit dem E2-Enzym UBCH7 und einem Substrat-Peptid.
Die Strukturanalyse hat gezeigt, daf} die RING-Finger E3-Ligasen nicht nur Substrat
und E2 rekrutieren, sondern auch als Plattform dienen, um sie optimal fir den
Ubiquitin-Transfer zu positionieren (Zheng et al., 2000). Dabei scheint ein

Tryptophan-Rest eine Rolle zu spielen, der in vielen RING-E3-Ligasen zwischen
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den Cysteinen an 5. und 6. Stelle der RING-Domane konserviert ist. Dieser
Tryptophan-Rest bildet bei c-Cbl einen Teil der RING-Oberflache, die mit dem E2
interagiert. Wird dieser Tryptophan-Rest mutiert, geht damit auch die E3-Aktivitat
verloren (Zheng et al., 2000). Alle PIAS Proteine enthalten ebenfalls einen
konservierten Tryptophan-Rest in ihrer zentralen Cystein-reichen Region. Bei einer
Tryptophan- zu Alanin-Mutation in PIASx(W383A) und PIAS1 (W372A) zerstort

man ihre E3-Ligase Aktivat (Kotaja et al., 2002). Ahnlich der Automodifikation von
RING-Finger E3-Ligasen (Nuber et al., 1998) werden auch die PIAS-Proteine in
Saugern und in Hefe mit SUMO modifiziert, was eine Rolle in der Selbstregulation
spielen konnte (Kotaja et al., 2002, Takahashi et al., 2003). Durch Strukturanalysen
mul} gezeigt werden, ob der SP-RING die gleiche Struktur hat wie die klassische
RING-Finger Domane, was aber durch das Beispiel der U-box Proteine, die
ebenfalls keine Metall-bindenden Eigenschaften besitzen, sehr wahrscheinlich ist.
Fur die Mitglieder der PIAS-Familie in Saugern konnten bereits eine Reihe
spezifischer Substrate identifiziert werden. Sie kommen alle aus dem Bereich der
transkriptionalen Regulation (siehe Tabelle 2.1), wie z.B. p53, c-Jun und LEF1. Fir
die Hefe E3-Ligasen Siz1 und Siz2 konnten bisher nur die Septine und PCNA als
Zielproteine identifiziert werden (Johns&nGupta, 2001, Hoege et al., 2002).

Eine weitere, bisher unbekannte Klasse von E3-Ligasen ist das als Komponente der
Kernporen-Komplexe bekannte 358 kDa grol3e Protein RanBP2/ Nup358 (Ran
Binding Rotein 2). Es ist Teil der nucleo-zytoplamatischen Transport-Maschinerie
(siehe Review Gorlich et al.,, 1999) und dient als Andockstelle fur
Transportkomplexe auf inrem Weg in und aus dem Kern. Der E3-katalytisch aktive
Bereich ist in einer 30kDa grof3en C-terminalen Domé&ne lokalisiert, die von
Bindungsstellen fir Kern-Transport-Rezeptoren flankiert wird (Pichler et al., 2002).
Kerntransport und SUMOylierung kénnten durch diese E3-Ligase miteinander
verknupft werden Diese duale Rolle in Kern-Transport und als E3-Ligase stimmt mit
der Beobachtung Uberein, dal3 eine intakte NLS (nuabeati$ation squence) fur

die SUMOylierung verschiedener Zielproteimevivo notig ist. (Rodriquez et al.,
2001). RanBP2 stimuliern vitro die SUMOylierung von Sp100 untiDAC1, -4

und —6, sowie MITR und wird selbst wie die anderen SUMO-E3-Ligasen
SUMOyliert (Saitoh et al.,1998, Pichler et al., 2002, Kirsh et al., 2002).
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Eine ebenfalls neue Klasse von E3-Ligasen, die keine Ahnlichkeit zu bisher
bekannten E3-Ligasen aufweist, wird durch das 558aa grol3e Protein Pc(pbly c
protein 2) gebildet. Polycomb group (PcG) Proteine formen grof3e multimere
Chromatin bindende Komplexe (PcG bodies) im Kern, die an der stabilen
Repression von Gen-Expression beteiligt sind. Pc2 rekrutiert CtBP und Ubc9 zu
diesen PcG bodies und stimuliantvitro undin vivo die SUMOylierung von CtBP1

und CtBP2 (Kagey et al., 2003). Pc2 wird ebenfalls mit SUMO modifiziert, was
einen Mechanismus der Autoregulation darstellen kénnte. Es besteht auch die
Moglichkeit, dal3 andere PcG Proteine Teil eines Pc2-enthaltenden Komplexes sind
(Kagey et al., 2003) und das es sich dabei um eine multimere E3-Ligase handelt.

1.3.4. Isopeptidasen oder ULPs

Zell Zyklus  Hitze Schock DNA -
Position Schéadigung

SUMO-1/-2
oder -3

\Jij E1 E2 E3

Q ~ Uies Q

Abbildung 1.3: Stimuli die zu SUMOylierung fiihren
Verschiedene Stimuli fihren zur SUMOylierung von Zielproteinen, die wieder aufgehoben werden
mul3, sobald der Stimulus verschwunden, oder die Aufgabe der Modifikation erfiillt ist.

Die Modifikation eines spezifischen Zielproteins kann konstitutiv sein, Zell-Zyklus-
reguliert, oder durch Stress oder DNA-Beschadigung induziert werden. Diese
Modifikation mufd wieder aufgehoben werden, sobald der Stimulus verschwunden ist
und die Proteinmodifikation und die damit verbundene Funktions- oder
Lokalisations-Anderung obsolet ist. Letztere Funktion tilbernehmen SUMO-
spezifische Isopeptidasen. Daruberhinaus sind sie fur die Prozessierung von SUMO
verantwortlich, zur Freilegung des Doppel-Glycin Motivs. SUMO-Isopetidasen
zeigen weder Sequenz- noch Strukturdhnlichkeit zu Ubiquitin-Isopetidasen und C-
terminalen Hydrolasen, obwohl sie ebenfalls zu der Cystein-Proteasen Superfamilie
gehdren. Datenbank-Abgleiche ergaben, dal} sie Gberraschenderweise Homologie zu

Adenovirus Proteasen zeigen &iHochstrasser, 1999). Die ersten Isopetidasen
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konnten in Hefe identifiziert werden. Dort gibt es 2 Mitglieder dieser Familie, Ulpl
und Ulp2 (auch bekannt als Smt4), die unterschiedliche Wirkungsorte in der Zelle
haben (Li& Hochstrasser 1999, Ki Hochstrasser, 2000, Schwienhorst et al., 2000).
Sie zeichnen sich durch eine etwa 200 Aminosaure lange Sequenz aus, der
sogenannten ULP Domaéne, die die katalytisch aktive Region enthalt und dieser
ganzen Gruppe von Isopeptidasen ihren Namen gab. Wéahrend Ulpl an den
Kernporenkomplexen lokalisiert, ist Ulp2 im Kern zu finden. Ulp2 scheint im
Gegensatz zu Ulpl nicht essentiell zu sein, sie kann aus der Zelle entfernt werden
(Panse et al., 2003).

Auch in Saugern konnten mehrere ULP-Homologe identifiziert werden. Diese
Enzyme wurden SENPs oder SUSPs benannt, nach sedii@$pecific Rotease.

Wie Ulpl konnte auch SENP1 an den Kernporen-Komplexen detektiert werden
(Hang & Dasso, 2002). Die Isopeptidasen SENP2/Axam sind im Kern lokalisiert,
Smt3IP1/SENP3 im Nucleolus wahrend der Interphase und SUSP1/SENP6 und
Smt3IP2 im Zytoplasma (Gong et al., 2000, Kim et al., 2000, Nishida et al., 2000,
Nishida et al., 2001). Sie besitzen alle die C-terminale katalytische ULP-Domaéne,
aber ihre N-Termini sind unterschiedlich. Dementsprechend zeigen diese ULPs
neben unterschiedlicher Lokalisation auch unterschiedliche Substrat-Spezifitdten (Li
& Hochstrasser 2003).

1.4. Funktion der SUMO-Modifikation

Es hat sich gezeigt, dall SUMOylierung bei einer Vielzahl von Proteinen aus den
verschiedensten Signalwegen und Reaktionsketten stattfindet. Zu diesen Proteinen
gehdren Transkriptionsfaktoren, Signalketten-Proteine, Enzyme und virale Proteine
(siehe Tabelle 1.2). Die Konsequenzen dieser Modifikationen scheinen so
verschieden zu sein wie die SUMO-Zielproteine selbst. Die Auswirkungen von
SUMOylierung, die bisher gefunden werden konnten, liegen unter anderem in
Anderungen von Protein-Protein oder Protein-DNA Interaktionen (Mahajan et al.,
1997, Matunis et al., 1998, Goodson et 2001; Hong et al., 2001), und in der
Funktion als Antagonist zu Ubiquitin (Desterro et al., 1998, Hoege et al., 2002).
Diese Anderungen haben Auswirkungen auf die verschiedensten Proteinfunktionen
in der Zelle (siehe Abbildung 1.4).
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Antagonist zu
Ubiquitin

- Regulation der Protein-Stabilitat
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Abbildung 1.4: Bisher bekannte Effekte der SUMOylierung.
SUMOylierung beeinfluRt je nach Zielprotein die Protein-Protein Interaktionen, DNA-Protein
Interaktionen oder kann als Antagonist zu Ubiquitin wirken.

1.4.1. Anderung der Protein-Protein Interaktion durch
SUMOylierung

Die Anderung der Protein-Protein Interaktion moduliert die verschiedensten Protein-
Funktionen. Die bisher bekannten Funktionen sind in Tabelle 1.2 zusammengefal3t.
SUMOylierung kann dabei sowohl die Interaktion von Proteinen mit ihren
Bindungspartner(n) ermoglichen, als auch unterbinden. Resultate davon sind unter
anderem Lokalisationsanderungen, und Anderung von Enzym-Aktivitaten. Co-
Repressoren und Co-Aktivatoren von Transkriptionfaktoren &ndern durch die
SUMOylierung ihre Bindungsaffinitat zu ihren Bindungspartnern und erlauben so
eine Regulation transkriptionaler Prozesse. Ein Beispiel fur die Vermittlung einer
Protein-Protein Interaktion, die mit einer subzellularen Lokalisations&dnderung
einhergeht, ist die SUMOylierung von PML (prgetocytic leukemia protein). Hier

ist die Modifikation mit SUMO nétig fur den korrekten Zusammenbau der PODs
(PML oncogenic dmains), auch bekannt als ,Nuklear bodies" (NBs), oder ,Nuklear
domain 10“ (Muller et al.,1998, Duprez et al.,1999). Sie ist auch fir die
Rekrutierung anderen Proteine zu diesen Kernstrukturen notig, wie zum Beispiel des
ebenfalls SUMOylierten Sp100 (Seeler et al., 2001).
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1.4.2. Anderung der Protein-DNA Interaktion durch
SUMOylierung

SUMOylierung beeinfluRt bei einer Anzahl von Proteinen die DNA-
Bindungsaffinitat. Die Mehrzahl der bisher gefundenen SUMO-Substrate aus diesem
Bereich spielt eine Rolle in der transkriptionalen Regulierung. Ein Beispiel hierftr
ist der PODs assoziierte Hitzeschockfaktor HSF2. Er wird konstitutiv mit SUMO-1
modifiziert (Hong et al., 2001) und die SUMOylierte Form entspricht bei diesem
Transkriptionsfaktor der aktiven DNA bindenden Form.

1.4.3. SUMO als Antagonist zu Ubiquitin

SUMO kann als Antagonist zu Ubiquitin wirken, indem es das Lysin, welches
normalerweise ubiquitiniert wird, besetzt und so unzugéanglich fur die
Ubiquitinierung macht. Auswirkungen dieser Blockierung des Akzeptorlysins sind
zum Einen der Schutz vor Polyubiquitinierung und damit vor der Degradation und
zum Anderen als Blockade der Monoubiquitinierung. Ein hypotetisches Beispiel fur
den Degradationsschutz durch SUMOylierung igBd, das in einem
Heterokomplex mit NFB vorliegt und dieses dadurch inhibiert. Die Aktivierung
von NF«B wird durch die Ubiquitinierung und den nachfolgenden Abbau xBu |
erreicht. SUMOylierung des Ubiquitin-Akzeptor-Lysins fuhrt zu einer Inhibierung
der NFkB-abhangigen Transkription (Desterro et al., 1998). Im Fall von PCNA
(Proliferating &Il nuclear_atigen) wirkt eine SUMOylierung durch die Blockade des
Akzeptorlysins der Monoubiquitinierung entgegen (Hoege et al., 2002). Wahrend die
Monoubiquitinierung durch DNA-Schéadigung ausgeldst wird und elementar fur die
DNA-Reparatur ist, scheint die SUMOylierung mit der normalen DNA-Replikation

verknUpft zu sein.
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Tabelle 1.2 Bekannte SUMO Substrate und die Rolle ihrer SUMOylierung

Protein | Funktion | Rolle der SUMOylierung | Referenz
Sauger
RanGAP1 Kerntransport Vermittelt Interaktion mit RanBP2 Matunis et al.,19
Majahan et al.,1997
Sp100 PODs assoziiertes | Lokalisation zu den PODs, vermittelt Seeler et al.,2001
Chromatin Interaktion mit HP1 Sternsdorf et al.,
remodelling? 1999
PML Tumorsupressor Bildung von PODs und Rekrutierung | Ishov et al.,1999
von Daxx/p53 zu den PODs Miiller et al.,1998
p53 Transkriptions- Aktiviert p53 Transaktivierung Schmidt & Mller,
aktivierung 2002
Tumorsupressor
p73 p53 Homolog Subnukleare Relokalisation Minty et al.,2000
Smad4 Tumorsupressor erhdht Stabilitét, Kernlokalisation Lin etal., 2003
c-Jun Transkriptions- leichte Reduzierung der Transkriptions-| Miiller et al., 2000,
aktivierung Aktivitat Schmidt & Miller,
2002
Androgen Transkriptions- Reduzierung der Transkriptions-Aktivitdf ~ Poukka et al., 200
Receptor aktivierung
Progesteron | Transkriptions- Involviert in Auto-Inhibition und Abdel-Hafiz et al.,
e Rezeptor | aktivierung Transrepression 2002
Glucocorti- | Transkriptions- Reduzierung der Transkriptions-Aktivitdt ~ Tian et al., 2002
coid aktivierung
Rezeptor
LEF-1 Transkriptions- unterdriickt LEF-1 Aktivitat durch Sachdev et al., 2001
aktivierung Zerstreuung in Kern Dots
c-Myb Transkriptions- Reduzierung der Transkriptions-Aktivitdf  Bies et al.,2002
aktivierung
AP-2 Transkriptions- Reduzierung der Transkriptions-Aktivitdt  Eloranta & Hurst,
aktivierung 2002
Sp3 Transkriptions- Reduzierung der Transkriptions-Aktivitdf  Ross et al., 2002
aktivierung Sapetchnig et al.,
2002
C/EBRx reguliert den Repression Effekt der Kim et al., 2002
C/EBR3-1 Transkription- regulatorischen Domane von C/EBP
C/EBP® saktivierung Proteinen
C/EBF:
ARNT Transkription- andert ARNT Transkriptions Aktivitat Tojo et al., 2002
saktivierung und blockiert Interaktion mit PML
GATA-2 Transkription- Reduzierung der Transkriptions-Aktivitdf ~ Chun et al., 2003
aktivierung
SRF Transkriptions- aktiviertes SRF wird unterdruckt Matsuzaki et al.,
aktivierung 2003
Elk-1 Transkriptionsaktivier | Reduzierung der Transkriptions-Aktivitdf ~ Yang et al., 2003
ung
STAT1 Transkriptions- Reduzierung der Transkriptions-Aktivitdf ~ Ungureanu et al.,
aktivierung 2003
Signaltransduktion
TEL Transkriptions Lokalisation zu Kern Dots Chakrabarti et al.,
Repressor 1999, 2000
GRIP-1 Co-Aktivator Aktiviert Zusammenarbeit mit dem Kotaja et al., 2002a
Androgen Rezeptor
CtBP Co-Repressor andert subzellulare Lokalisation, Lin etal., 2003
moduliert CtBP Aktivitat
HDAC1 Co-Repressor erhdht Aktivitat David et al., 2002
HDAC4 Co-Repressor erhdht Aktivitat Kirsh et al., 2002
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HIPK2 Co-Repressor Lokalisation in Kern dots Kim et al., 1999
Tcf-4 unbekannt unbekannt Yamamoto et al.,
2003
Daxx Transkriptionaler unbekannt Jang et al., 2002
Aktivator
JNK-Aktivator
IkBa Signaltransduktion blockiert Ubiquitinierung vondBa Desterro et al., 1998
NF-kB Inhibierung blockiert NFkB Aktivitat
Mdm2 E3 Ubiquitin Ligase | blockiert Ubiquitinierung von Mdm2, Buschmann et al.,
fur p53 aktiviert E3 Funktion von Mdm?2 2000
PCNA DNA Reparatur blockiert Ubiquitinierung und DNA Hoege et al., 2002
Reparatur
Topo | DNA Replikation unbekannt, induziert nach DNA Mao et al., 2000a,b
DNA Reparatur Schadigung mit Camptothecin
Topo Il DNA Replikation unbekannt, induziert nach DNA mo et al.,????
DNA Reparatur Schadigung mit Teniposide
TDG DNA Reparatur entlalt die DNA Glycosylase von der | Hardeland et al.,
abasischen Seite 2002
HSF1 Hitze Schock Faktor Stimuliert DNA Bindung und Hitze- Hong et al., 2001
aktivierte HSF1 Aktivitat
HSF2 Hitze Schock Faktor stimuliert DNA Bindung Goodson et al., 2(
WRN DNA Helicase (RecQ | unbekannt Kawabe et al., 2000
Familie)
RanBP2 SUMO E3 Ligase unbekannt Saitoh et al., 1998
Komponente des
Kern-Poren
Komplexes
GLUT 1 Glucose Transport unbekannt, GLUT1 Protein-Level werdesiorgino et al., 2000
von Ubc9 hochreguliert
GLUT4 Glucose Transport unbekannt, GLUT4 Protein-Level werdégiorgino et al., 2000
von Ubc9 hochreguliert
Drosophila
Ttk 69 Transkritionale unbekannt Lehembre et al.,
Repression 2000
Dorsal Signal Transduktion Transport in den Kern und reguliert | Bhaskar et al., 2000
Dorsal-vermittelte Aktivierung
CaMK Calcium/Calmodulin | unbekannt Long & Griffith,
abhangige Kinase 2000
Hefe
Septine Bud-Neck Bildung reguliert Dynamik des Neck Rings Johnson &
Blobel,1999
Viren
Cytomegal- | Immediate-early vermindert Transaktivierungspotential Lee et al., 2003
virus IE2 Viraler Regulator
Epstein-Barr| Immediate-early unbekannt, korreliert mit dem Verlust dgrAdams & Kenney,
virus Viraler Regulator PML SUMOylierung 2001
BLZF1
Human / DNA Helicase, leitet | reguliert Kerntransport und intranukledre Rangasamy &
Bovine virale Replikation ein | Akkumulation Wilson, 2000
papilloma Rangasamy et al.,
virus E1 2000
IP2p86 viraler Regulator bendtigt fir das transaktivierende Hofmann et al.,2000
Potential von IE2
Herpesvirus | nukleares Ko-Lokalisation mit PODs Gravel et al., 2002
6 IE-1 Phospoprotein
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1.5. Ziele dieser Arbeit

In den letzten Jahren rickte die posttranslationale Modifikation von Proteinen durch
das Ubiquitin-verwandte Protein SUMO in den Blickpunkt der Forschung. Es wurde
erkannt, dal3 SUMOylierung eine wichtige Rolle in der Regulation zellularer Ablaufe
spielt. Die Effekte der SUMOylierung sind dabei so verschieden, wie die SUMO-
Substrate selbst. Um mehr tGber die Funktion der SUMOylierung zu erfahren, ist es
daher essentiell neue SUMO-Substrate zu identifizieren. Ziel der vorliegenden
Arbeit war die Entwicklung neuer Verfahren, die die ldentifizierung neuer SUMO-

Substrate erméglichen.
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2. Material und Methoden

Die aufgefuhrten Methoden wurden, wenn nicht anders angegeben, aus Saghbrook
al. (1989),Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols in Protein
Science undCurrent Protocolsin Cell Biologie (1995) abgeleitet.

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Chemikalien und Feinchemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, in
Analyse-Qualitat von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Taufkirchen),
SERVA (Heidelberg) und Roth (Karlsruhe) bezogen. Das in dieser Arbeit
verwendete Wasser wurde Uber eine ,Purelab Plus UV/UF’-Filteranlage der Firma
USF (Ransbach-Baumbach) aufbereitet. Es wird im folgenden al©duzeichnet.

2.1.1.1. Materialien zur Filtration und Dialyse

Centricon 5, 10 und 30 Amicon, Witten

MF-Millipore Membranfilter Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Spectra-Por, Dialyseschlauche Theectrum Companies, Gardena,
USA

UH 100/10 und 30 Ultrahilsen Schleicher & Schiull, Dassel

Whatman 3 MM, Filterpapier Maidstone, UK

Zentrifugen Filtereinheiten 5K, 10K und 30K Sigma-Aldrich, Taufkirchen

2.1.1.2. Chromatographische Matrices und fertig gepackte
Chromatographieséaulen

Affi-Gel10 Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

CNBr-Sepharose 4B Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Glutathione Sepharose 4B Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

ProBond Nickel-Chelating Resin Invitrogen, Groningen,
Niederlande

Protein A Sepharose CL-4B Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Protein G Sepharose 4 ,fast flow” Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Sepharose-Q ,fast flow” Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Superdex 200 analytical Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

2.1.1.3. Molekulargewichts- und Langenstandards

BenchMark Protein Ladder, Protein-GroRenstandard Life Technologies,
Karlsruhe
Prestained Protein Marker Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

GeneRuler 100bp Ladder Plus, DNA-Grof3enstandard MBI Fermentas, St. Leon-
Rot

GeneRuler 1kb Ladder Plus, DNA-Gro3enstandard MBI Fermentas, St. Leon-
Rot

MW-GF-200, Gelfiltrations Marker 12-200kDa Sigma-Aldrich, Taufkirchen

2.1.1.4. Komplexe Reagenzien und Reaktions-Sets (,Kits")

Big Dye Terminator Cycle Sequencing RR-Mix Applied Biosystems, Foster City,

USA
Desoxynukleotid-Set MBI Fermentas, St.Leon-

Rot
Effectene, Transfektions Reagenz QIAGEN,Hilden
Freund's Adjuvant, incomplete Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Glow, Mounting Medium Energene, Regensburg
Micro BCA Protein Assay Reagent Kit Pierce, Rockford, USA
QIAGEN Plasmid Kit (Mini, Midi) QIAGEN, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden
Rotiphorese Gel 30 Roth, Karlsruhe

Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate  Pierce, Rockford, USA
Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate Pierce, Rockford, USA
TiterMax Gold, Adjuvant SIGMA-Aldrich, Taufkirchen
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2.1.1.5. Verbrauchsmaterial

Kunststoffware:

Einmalkunstoffwaren wurden von den Firmen B. Braun (Melsungen), Becton
Dickinson (Heidelberg), Biozym Diagnostik (Hess. Oldendorf), Brand (Wertheim),
Eppendorf (Hamburg), Greiner (Frickenhausen), Josef Peske (Aindling-Pichl),
Sarstedt (NUmbrecht), und Zinsser Analytic (Frankfurt) bezogen.

Lieferanten fir Gewebekulturgefale waren die Firmen Becton Dickinson
(Heidelberg), Greiner (Frickenhausen) und Nunc (Wiesbaden).

Einmalkantlen wurden von der Firma Terumo (Frankfurt), Einmalhandschuhe von
der Firma Semperit (Wien) geliefert.

Sterilfiter stammten von den Firmen Millipore (Eschborn), Pall (Dreieich) und
Renner (Dannstadt).

Transfermembran:

Proton Nitrocellulose Transfer Membrane Schle&h®&chuell GmbH,
Dassel

PVDF-Membran Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Rontgenfilme:
Es wurden verschiedene Rontgenfilmtypen der Firma Kodak (Stuttgart) eingesetzt:
BioMax MS, BioMax MR, X-Omat AR und X-Omat LS.

2.1.2. Puffer und Lésungen

ATP 100mM ATP, 100mM Mg(OAc) 20mM
HEPES, pH 7,4 eingestellt mit NaOH

Blocklosung 2% (w/v) BSA in PBS

B la 6M Guanidiniumchlorid, 0,1M
Na,HPO,/NaH,PO,pH 8,0

B 1lb 6M Guanidiniumchlorid, 0,1M
Na,HPO,/NaH,PO,pH 5,8

Coomassie-Farbeldsung 50% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsaure,

0,1% (w/v) SERVA Blue R (SERVA)
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DNA-Auftragspuffer, 6 x

Einfrierpuffer

Gluthatione-Puffer

Hochsalzpuffer

Hypotonischer Puffer

IP-Puffer

Karbonatpuffer
Mito |

Mito Il

P1

P2

P3

Paraformaldehyd-L6sung

PBS

PBS-0,2T
PBS-0,05T
Puffer 1

10 mMTris/HCI, 50 mM EDTA, 1% SDS
(wlv), 30% (wl/v) Glyzerin, 0,1% (w/v)
Bromphenolblau, pH 8,0
50mM Tris/HCI, pH 7,9, 30% Glycerol, 1mM
EDTA, 0,5mM DTT

50 mM Tris/HCI, 20 mM Gluthatione, 150 mM
NacCl, pH 8,0
50mM Tris/HCI, pH 7,5, 10% (w/v) Sucrose,
0,42 M KCI, 5mM MgC]}, 0,2mM EDTA, 20%
(v/v) Glycerol, 2mM DTT
10mM Tris/HCI pH 7,9, 10mM KCL, 0,1mM
EDTA, 0,1mM EGTA, 2mM DTT
50 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, 0,2% Tween-
20, Proteaseinhibitoren, pH 7,5

0,2 M N&IPQ, pH 8.9
10mM Tris pH7,4, 0,6 M Mannitol, 0,1% BSA,
1mM PMSF
10mM Tris pH7,4, 0,5 M Mannitol, 0,1% BSA,
1mM PMSF
50 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, 10Qug/ml
RNase A, pH 8,0
200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS
3 M K-Azetat, pH 5,5

6% (w/v) Paraformaldehyd mit 10 N NaOH auf
pH 7,4 eingestellt; dunkel bei 4°C gelagert;
Arbeitslosung 3% Paraformaldehydldsung in
PBS

140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM M4PO,,
1,8 mM KH,PQ,, pH 7,5 eingestellt mit NaOH

0,2% ( w/v) Tween-20 in PBS

0,05% (w/v) Tween-20 in PBS
50mM Tris/HCI pH 8,0, 300mM NaCl, 1mM
EDTA, 2 mM DTT + Proteaseinhibitoren
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Puffer A

RIPA-Puffer

SDS-Elektrophoresepuffer

SDS-Probenpuffer, 10x

SDS-Probenpuffer, 2x

SDS-Probenpuffer, 1x

TAE, 50x

B

TE

Triton-X-100-L6sung

Transferpuffer

TSS

50 mM NagHPQ, 150 mM NaCl, 10 mM

Imidazol+ Proteaseinhibitoren

50 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,

1% (v/v) Nonidet P-40, 0,25% (w/v)

Natriumdesoxycholat, 0,1% (w/v) SDS, pH 7,5
25 mNris, 192 mM Glycin, 0,05% (w/v)

SDS

209 mM Tris/HCI, 41% (w/v) Glyzerin, 7,7%

(w/v) SDS, 0,003% (w/v) Bromphenolblau, 17

% (v/v) b-Mercaptoethanol, pH 6,8

100 mM Tris/HCI, 20 % (w/v) Glyzerin, 4%

(w/v) SDS, 0,2% (w/v) Bromphenolblau,

200mM DTT, pH 6,8

50mM Tris/HCI, 2% (w/v) SDS, 0,1% (w/v)

Bromphenolblau, 10%(w/v) Glycerin, 100mM

DTT, pH 6.8

2M Tris, 57,1% (v/v) Essigséaure, 0,05M

EDTA, pH 7,7

20mM HEPES, 110mM KOAc, 2mM

Mg(OAc),,1mM EDTA, pH7,3 eingestellt mit

KOH

10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

0,2% (w/v) Triton-X-100 in PBS

47,9M Tris, 38,6 mM Glycin, 0,037% (w/v)

SDS, 20% (v/v) Methanol

10% (w/v) Polyethylenglykol 6000, 5% (v/v)

DMSO, 50 mM MgC] in LB-Medium

2.1.3. Medien und Medienzusatze fur die Gewebekultur

2.1.3.1. Medienbestandteile und Medienzusatze

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

LifeTechnologis,

Karlsruhe
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mit 4500 mg/l Glucose, ohne Natrium-Pyruvat
DMEM mit 4500 mg/ml Glucose, ohne L-Glutamin,

Natriumpyruvat, L-Cystein, L-Methionin
Fotales Kalberserum (FCS) und

Neugeborenen Kalberserum (NCS)

L-Glutamin (100 x)

Joklik‘'s Medium

Natriumpyruvat (100 x)

Penicillin/Streptomycin (100 x)

LifeTechnologies,
Karlsruhe

Sigma-Aldrich,

Taufkirchen

LifeTechnologies,
Karlsruhe
LifeTechnologies,
Karlsruhe

LifeTechnologies,
Karlsruhe

LifeTechnologies,

Karlsruhe
Trypsin/EDTA (10 x) LifeTechnologies,
Karlsruhe
2.1.3.2. Medienzusammensetzung
Standardmedium
fur adhéarente Hela, 293T DMEM mit 4500 mg/l Glucose,

und NIH3T3 10%

(viv) FCS, 100U/ml

Penicillin,

100 pg/ml Streptomycin, 1 mM

Natriumpyruvat

HelLa-Suspensionszellen Joklik's-Medium, 5% (v/v)
NCS, 100 U/ml Penicillin, 100
pg/ml Streptomycin
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2.1.4. Medien fir die Bakterienkultur

LB-Medium
NaCl

1% (w/v) Bactotrypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v)

Superbroth-Medium  3,5% (w/v) Bactotrypton, 2% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v)

NacCl
SOC-Medium

2%(w/v) Bactotrypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 10 mM

NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl 10 mM MgSQ, 20 mM

Glucose

Festmedien wurden durch Zugabe von 1,5%

(w/v) Agar

Selektionsmedien enthielten 1A8/ml Ampicillin oder 60ug/ml Kanamycin.

2.1.5. Antikorper

priméare Antikorper:

hergestellt.

Bezeichnung Antigen Spezies Herkunft

Anti-Aos1 humanes Aosl Ziege Labor Frauke Melchior

Anti-GAPtail murines RanGAP | Kaninchen| Labor Frauke Melchior

Anti-GFP GFP-tag Kaninchen | Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Anti-GMP1 humanes SUMO-1] Maus Zymed Laboratories, South
San Francisco, USA

Anti-GST GST-Tag Kaninchen | Labor Ludger Hengst

Anti-HA(Klon16B12) | HA-tag Maus BabCo, Richmond, USA

Anti-HIS (H-15) His-Tag Kaninchen | Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Anti-Myc myc-tag Maus Alexis Biochemicals

Anti-SUMO-1 humanes SUMO-1] Ziege Labor Frauke Melchior

Anti-SUMO2/3 humanes Ziege diese Arbeit

SUMO2/3

Anti-p53 humanes p53 Maus Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Anti-PUF60 humanes PUF60 Kanincherj  diese Arbeit

Anti-RanGAP1 murines RanGAP | Ziege Labor Melchior

Anti-SNIP1 humanes SNIP1 Kaninchenn  diese Arbeit

Anti-Tim23 humanes Tim23 Maus Transfection Laboratories

Anti-Uba2 humanes Uba2 Ziege Labor Frauke Melchior

Anti-Ubc9 humanes Ubc9 Ziege Labor Frauke Melchior

Anti-UP humanes UP Kaninchen| diese Arbeit
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Sekundére Antikorper:

Bezeichnung gekoppelt mitf Spezies| Herkunft

Anti-mouse IgG, (H+L) | Peroxidase Ziege Pierce, Rockford, USA

Anti-rabbit 1gG, (H+L) Peroxidase Ziege Pierce, Rockford, USA

Anti-goat IgG, (H+L) Peroxidase Esel Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, USA
Anti-mouse IgG, (H+L) | Cy™3 Esel Jackson ImmunoResearch

>

Laboratories, West Grove, US4/

Anti-mouse IgG, (H+L) | Alexa Fluor Ziege MoBiTec

Anti-mouse IgG, (H+L) | FITC Ziege Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, US/

>

Anti-mouse IgG, (H+L) | Rhodamine Ziege Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, US/

>

Anti-rabbit IgG, (H+L) | Cy™3 Esel Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, USA

Anti-rabbit IgG, (H+L) | Cy™2 Esel Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, USA

Anti-rabbit 1gG, (H+L) FITC Ziege Jackson ImmunoResearch

Laboratories, West Grove, USA

Anti-rabbit 1gG, (H+L) Rhodamine Ziege Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, USA

Anti-goat 1gG, (H+L) Alexa Fluof™ | Esel MoBiTec

2.1.6. Enzyme

Enzyme wurden von den Firmen Calbiochem-Novabiochem GmbH (Bad Soden),
New England Biolabs (Schwalbach/Taunus), MBI Fermentas (St. Leon-Rot),
Promega (Mannheim), QIAGEN (Hilden), Roche (Mannheim) und Stratagene
(Heidelberg) bezogen. Sofern nicht anders angegeben, wurden die vom Hersteller

angegebenen Reaktionsbedingungen gewabhilt.

2.1.7. Plasmide

Eukaryotische Expressionsvektoren

Bezeichnung Tag Herkunft

pCruzHA HA Santa Cruz, Heidelberg

pPpEGFP-C2 GFP CLONTECH Laborarories, Heidelberg
PEYFP-C1 YFP CLONTECH Laborarories, Heidelberg
pcDNA3myc myc
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Prokaryotische Expressionsvektoren

Bezeichnung Tag Herkunft
pET11la - Calbiochem-Novabiochem GmbH,
Bad Soden
pET23a His Calbiochem-Novabiochem GmbH,
Bad Soden
pET28a His Calbiochem-Novabiochem GmbH,
Bad Soden
pGEX-6P1 GST Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
pPGEX-2TK GST Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
pQE3ONST His RZPD, Deutsches Ressourcenzentium
fur Genomforschung, Berlin

2.1.8. DNA-Oligonukleotide

DNA-Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg) und

Metabion (Martinsried) bezogen.

DNA-Oligonukleotide zur Mutagenese von SUMO-AC4

Primer

DNA-Sequenz

5SUMO-1Cys9

5 -CAGGAGGCCAAACCTTGTACTGAGGACTTGGGG-3’

3SUMO-1Cys9

5-CCCCAAGTCCTCAGTACAAGGTTTGGCCTCCTG-3’

DNA-Oligonukleotide zur Amplifikation und Mutagenese von PUF60

Primer DNA-Sequenz

5’-Sacll-PUF60 5-TCCCCGCGGTACCATGGCGACGGCGACCATAGC-3
(pcDNA3myc)

3’-EcoRI-PUF60 5-CCGGAATTCTCACGCAGAGAGGTCACTG-3
(pcDNA3myc)

5-BamHI-PUF60 | 5-CGGGATCCATGGCGACGGCGACCATAGC-3’
(pGEX6P1)

3’-Hindlll-PUF60 5-CCCAAGCTTCGCAGAGAGGTCACTGTTATC-3
(pGEX6P1)

5 -PUF60-LysA

5-GGGCACAGACTCGATCAGGATGGAGAACGGGC-3’

3’-PUF60-LysA

5-GCCCGTTCTCCATCCTGATCGAGTCTGTGCCC-3’

5 -PUF60-Lys1

5-GGTCTCCTGGAGCCGAGGAAGGAGAAGGAAGAAGAGG-3

3"-PUF60-Lys|

5-CCTCTTCTTCCTTCTCCTTCCTCGGCTCCAGGAGACC-3’

5 -PUF60-Lys2

5-GCAGAAGCTGCTCCGCCGGCAGGAGTCTACAGTGATGG-3’

3-PUF60-Lys2

5-CCATCACTGTAGACTCCTGCCGGCGGAGCAGCTTCTGC-3
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DNA-Oligonukleotide zur Amplifikation von STAF65y und SNIP1

Primer

DNA-Sequenz

5 -STAF65-EcoRI
(PET28a, pEGFP-C2

5 -CGGAATTCAATCTCGAAAGATACTGG-3
)

3’ -STAF65-Sall 5"-ACGCGTCGACTTATATTTTCCTCATCCTC-3
(PET28a, pEGFP-C2)

5"-SNIP1-EcoRl 5"-CGGAATTCAAGGCGGTGAAGAGCGAAG-3
(PEGFP-C2)

3’-SNIP1-BamHI 5"-CGGGATCCCTAGCTGTCAGACACTTCTTCC-3
(PEGFP-C2)

DNA-Oligonukleotide zur Amplifikation von UP62

Primer

DNA-Sequenz

5"-Sall-pGEX-UP62
(PGEX-6P1)

5-ACCGTCGACTATGGGATCGCGGAACAGC-3’

3"-Notl-pGEX-UP62

5-ATTTGCGGCCGCCTACTGGGGTGAGGAAAAGG-3

(pGEX-6P1)

DNA-Oligonukleotide zur Plasmid-Sequenzierung

Primer

DNA-Sequenz

T7-Promotor Primer

5 -TAATACGACTCACTATAGGG-3’

pGEX5"seq.primer

5-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3

pGEX3 seq.primer

5-CCGGGAGCATGTGTCAGAGG-3

2.1.9. Bakterienstamme

BL21(DE3)

Stamm Epicurian coli B; Hcm ompT hsdS(r;" mg’) gal ADE3

(Stratagene)

BL21(DE3)
CODONplus

Stamm Epicurian colargU, ileY, leuW, proL tRNA genes

(Stratagene)

DH5a

F@30lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169deoR recAl endAl

hsdR17 (r mc*) supE44Athi-1 gyrA96 relAl

SCS1

E.coli (Stratagene)
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2.1.10 Eukaryontische Zellinien

Hela, Suspensionzellen menschliche Cervix-Karzinomzellinie

Hela, adharente Zellen menschliche Cervix-Karzinomzellinie

HS68 menschliche diploide Fibroblasten aus
Neugeborenen- Vorhaut, ATCC-Nummer
CRL-1635

293T humane embryonale Nierenzellen 293 (ATTC-

Nummer CRL-1573) zuséatzlich mit dem grof3em
T-Antigen des SV-40 Virus transformiert

NIH3T3 Murine embryonale Fibroblasten (ATCC-Nummer
CRL-1658)

2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Nukleinséure-Fallung

Eine walrige DNA-L6sung wurde mit 3 M Natriumazetat-Losung (pH 5,2) auf eine
Endmolaritat von 0,3 M eingestellt und mit dem 2,5fachen Volumen Ethanol oder

dem O,7fachen Volumen Isopropanol versetzt. Die Fallung der Nukleinsduren

erfolgte fur mindestens 30 min bei °0 Das Prazipitat wurde durch 20minutige

Zentrifugation bei 13000 g pelletiert und mitausgefallenes Salz wurde durch
Behandlung mit 70% Ethanol aus dem DNA-Prazipitat entfernt. Die durch erneute
Zentrifugation pelletierte Nukleinsdure wurde an der Luft oder unter Vakuum
(Membran Vakuumpumpe MD8C, Vakuubrand, Wertheim) getrocknet und in einem

geeigneten Volumen ddB oder Puffer aufgenommen.

2.2.2. Bestimmung der Nukleinsdure-Konzentration

Die DNA-Konzentration einer walrigen Losung wurde spektralphotometrisch

bestimmt. Dafur wurde die Extinktion einer verdinnten Nukleinsaurelésung bei

260 nm im Spektralphotometer (Spectrophotometer DU 640, Beckman, Miinchen)
gemessen. Eine Extinktion von 1 entspricht dabei einer Konzentration yoy'raD

fur doppelstrangige DNA. Das Verhaltnis der Extinktionen bei 260 nm zu 280 nm ist
ein Mal3 fur die Reinheit einer Nukleinsaureldsung und sollte fir DNA bei etwa 1,8

liegen (qgilt fur LOosungen mit pH 8,0).
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2.2.3. Praparation von Plasmid-DNA

Zur Praparation kleiner Mengen Plasmid-DNA &usoli wurden 4 ml Superbroth-
Medium in einem 15 ml Falcon-Gefal3 mit einer einzelnen Bakterienkolonie beimpft
und lber Nacht bei 37°C geschiittelt. Die Ubernachtkultur wurde 5 min bei 5000
rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 4@0Puffer P1 resuspendiert und in ein
2ml Eppendorf-Reaktionsgefal tberfiuhrt. Nach Zugabe vonpdiO@lkalischer
Losung P2 wurde durch 4-6maliges Invertieren gemischt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurden ADO eisgekuhlter Puffer P3
zugegeben. Der Ansatz wurde wiederrum durch Invertieren vorsichtig gemischt und
10 min auf Eis inkubiert. Die ausgefallenen Proteine und die Bakteriendebris wurden
abzentrifugiert (20 min, 13000g, 4°C) und die Plasmid-DNA mit 900 ul Isopropanol
aus dem Uberstand ausgefallt. Die Plasmid-DNA wurde durch 20minitige
Zentrifugation bei 13000 g und RT sedimentiert, mit 70% Ethanol gewaschen, an der
Luft getrocknet und in 2fl TE gelést.

Zur Isolierung grolRerer Mengen reiner Plasmid-DNA wurde der ,Midi-Plasmid
Purification Kit* der Firma QIAGEN nach den Empfehlungen des Herstellers
eingesetzt. Diese DNA wurde zur Transfektion von Gewebekulturzstigasetzt.

2.2.4. Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionspaltungen von DNA erfolgten unter der vom Hersteller, fur die jeweilige
Nuklease angegebenen Puffer- und BSA-Konzentration. RgoINA wurden 2 bis

5 U Restriktionsenzym eingesetzt. Um unspezifische Spaltaktivitat der Endonuklease
zu verhindern, wurde darauf geachtet, dald das Reaktionsvolumen mindestens das
10fache der in Glyzerin geldsten Enzyme betrug. Die Dauer der Restriktionsspaltung
betrug, bei der vom Hersteller fir das jeweilige Enzym angegebenen optimalen
Temperatur, mindestens 2 h. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1/5 Volumen
6 x DNA-Auftragspuffer beendet. DNA-Doppelspaltungen erfolgten nach den
Angaben des Herstellers oder wurden, falls dies nicht moglich war, seriell
durchgefuhrt.
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2.2.5. Dephosphorylierung von DNA-Enden mit CIAP (calf

intestinal alkaline phosphatase)

Um bei ungerichteten Plasmid-Insert-Ligationen die Religation des Plasmids zu
unterdricken, wurden die freien Enden des Plasmids vor der Ligation moglichst
vollstandig dephosphoryliert. Die Dephosphorylierung wurde ohne Pufferwechsel
direkt an die Linearisierung durch die geeignete Restriktionsendonuklease
angeschlossen. Dazu wurde der Restriktionsansatz zunachst 1:1 p@t\ekehdinnt

und mit 1/9 Volumen 10 x CIAP-Puffer (Roche) und 3 U CIAP pgceingesetzem

Plasmid versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 60 min bei 37°C inkubiert und die
Dephosphorylierungsreaktion wurde anschlieRend durch 1/5 Volumen 6 x DNA-

Auftragspuffer beendet.

2.2.6. Agarose-Gelelektrophorese

Je nach Grol3e der zu trennenden DNA-Fragmente wurden 0,8- bis 2,5%ige Agarose-
Gele verwendet. Zur Praparation des Gels wurde die erforderliche Menge Agarose
mit TAE-Puffer versetzt und in der Mikrowelle aufgekocht, bis die Agarose
vollstandig gel6st war. Die flissige Agarose wurde in eine Giel3kammer gegossen
und ein Kamm zur Aussparung der Geltaschen eingesetzt. Nach Erstarren der
Agarose wurde das Gel in die Elektophoreseapparatur eingesetzt und mit TAE
Uberschichtet. Die mit 1/5 Volumen 6 x DNA-Auftragspuffer versetzten DNA-
Proben wurden in die Geltaschen pipettiert und bei 5 V/cm aufgetrennt
(Elektrophoresis Power Supply EPS300, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg).
Die aus der Gelelektrophorese resultierenden DNA-Banden wurden mit einer
Ethidiumbromidlosung (ug/ml Ethidiumbromid in TAE) fir 15 min inkubiert. Die

DNA wurden im UV-Durchlicht sichtbar gemacht und digital aufgenommen

(ImageMaster VDS 1D, Amersham Pharmacia Biotech).

2.2.7. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Die DNA-Bande wurde im UV-Durchlicht (365 nm) aus dem Gel ausgeschnitten
und in ein Eppendorf-Cup uberfiihrt. AnschlieBend wurde die DNA mit dem
,Qiagen Gel Extraction“-Kit nach den Angaben des Herstellers eluiert. Die

gesammelte DNA-TE-L6sung wurde direkt weiterverwendet (z.B. Ligation).
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2.2.8. Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Verknupfung eines DNA-Fragments mit einem Plasmidvektor tber kohé&sive
DNA-Enden wurden 50 bis 100 ng Plasmid-DNA und ein dreifacher molarer
Uberschul? des DNA-Fragments mit 2 pl 10 x Ligasepuffer, 2,5 U T4-DNA-Ligase
und ddHO zu einem Endvolumen von 20 pl pipettiert. Der Reaktionsansatz wurde
bei RT eine Stunde inkubiert.|b der Ligationsreaktion wurden zur Transformation

von Bakterien eingesetzt.

2.2.9. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente wurde eine Polymerase
Kettenreaktion PCR) durchgefiihrt. Fir einen Standardreaktionsansatz mit einem
Endvolumen von 50ul wurden 100 ng Plasmid, je 10 pmol der beiden Primer-
Oligonukleotide, je 10 nmol der vier dNTPs, 5 pl 10 x Pfu-Polymerasepuffer, 1,5 U
Pfu-DNA-Polymerase und das erforderliche Volumen gligemischt. Nach einer
dreiminutigen Inkubation bei 94°C durchlief der Reaktionsansatz 25 bis 30 Zyklen,
jeweils bestehend aus einer Denaturierungsphase von 30 s bei 94°C, einer
Hybridisierungsphase von 45 s bei 52-58°C und einer Synthesephase von 2 min/kb
des zu amplifizierenden Plasmids bei 73°C. AnschlieRend wurde der
Reaktionsansatz auf 4°C abgekihlt. Die jeweilig@@R-Fragmente wurden
anschlieBend Uber Agarosegelelektrophorese, oder tUber den Qiagen “PCR

purification® Kit aufgereinigt.

2.2.10Gerichtetein vitro Mutagenese

Die gerichteten-vitro-Mutagenese von Plasmiden wurde in abgewandelter Form
nach dem Protokoll des ,QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kits* der Firma
Stratagene Uber PCR durchgefiihrt. Das Plasmid, in das die Mutation eingefuhrt
werden sollte, diente dabei als Matrize fur die Synthese des zu mutagenisierenden
Plasmids. Die dabei verwendeten Primer-Oligonukleotide waren zueinander
komplementér und enthielten die gewinschten Sequenzanderungen. Fir einen
Standardreaktionsansatz mit einem Endvolumen von 25 pl wurden 25 ng Plasmid, je
5 pmol der beiden Primer-Oligonukleotide, je 5 nmol der vier dNTPs, 2,5 pl 10 x
Pfu-Polymerasepuffer, 1,5 Bfu-DNA-Polymerase und das erforderliche Volumen

ddH,0O gemischt. Nach einer zweiminutigen Inkubation bei 94°C durchlief der
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Reaktionsansatz 12 bis 16 Zyklen, jeweils bestehend aus einer Denaturierungsphase
von 30 s bei 95°C, einer Hybridisierungsphase von 1 min bei 55°C und einer
Synthesephase von 2 min/kb des zu amplifizierenden Plasmids bei 68°C.
Anschlie3end wurde der Reaktionsansatz auf 4°C abgekuhlt, miDhlUrersetzt

und 1 h bei 37°C inkubiert. Dadurch wurde die methylierte DNA des
Stammplasmids selektiv abgebaut. 5 pl dieses Reaktionsansatzes wurden direkt in

kompetente Bakterien transformiert.

2.2.11 Herstellung kompetenter E. coli

Um transformierbare Bakterien zu gewinnen, wurden B@ner stationaren Kultur

von E. coli DH5a oder BL21(DE3) mit 50 ml LB-Medium verdinnt und in einem
Schttelinkubator bis zu einer @QPvon 0,5 bis 0,8 kultiviert. Die Bakterien wurden
dann bei 4C und 2000 g abzentrifugiert und das Bakterienpellet in 2 ml eiskalter
TSS-Losung resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde 10 min auf Eis inkubiert
und anschlieBend mit 500 pl 87% (w/v) Glyzerin vorsichtig gemischt. Die
Suspension wurde zu je 100 pl aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren

und bei -80C gelagert.

2.2.12 Transformation kompetenter Bakterien

2.2.12.1.Transformation zur DNA-Extraktion

200 ul gefrorene kompetente Bakterien (Ddd5wvurden langsam auf Eis aufgetaut.
Dann wurden entweder|8 einer Ligationsreaktion oder einer Mutagenesereaktion
zu den Bakterien gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Das Bakterien/DNA-
Gemisch wurde fur 60 s bei 42 inkubiert (Hitzeschock) und danach sofort fiir 2
min auf Eis gestellt. Anschlie3end wurden 1ml SOC-Medium zugegeben und fur 45
bis 60 min bei 37T unter Schiitteln inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde kurz
abzentrifugiert (Lmin, 5000 rpm) und das Bakterienpellet auf vorgewéarmten Agar-
Selektionsplatten ausplattiert. Die Inkubation der Selektionsplatten erfolgte’Gei 37

bis zum Erscheinen von Bakterienkolonien.
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2.2.12.2.Transformation zur Protein-Expression

200 pl gefrorene kompetente Bakterien des Stammes BL21(DE3)CODONplus
wurden langsam auf Eis aufgetaut. Die Bakterien wurden dann mipuDPaksmid-

DNA wie oben beschrieben inkubiert. Nach abgeschlossenem Hitzeschock und
anschliessender Inkubation bei’@7wurde die Bakteriensupension direkt zum

Animpfen von 500ml LB oder Superbroth unter Zugabe von Antibiotika verwendet.

2.2.13Nichtradioaktive DNA-Sequenzierung nach der
Didesoxy-Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977)

Die Sequenzierreaktion wurde mit dem ,Big Dye Terminator Cycle Sequencing RR-
Mix" der Firma Applied Biosystems durchgefuhrt. Dieses Reagenz erithélt
Polymerase, dNTPs und mit unterschiedlichen Fluorophoren markierte ddNTPs. Zu
einem Standardansatz wurden 4 pmol Primer-DNA-Oligonukleotidi@ BNA, 4

pl Mix und das zum Endvolumen von 10 fehlende Volumen dd}® gemischt.

Nach einer zweiminutigen Inkubation bei 96°C durchlief der Reaktionsansatz 40
Zyklen, jeweils bestehend aus einer Denaturierungsphase von 30 sec. bei 96°C, einer
Hybridisierungsphase von 15 sec. bei 50°C und einer Synthesephase von 4 min bei
60°C. Die Auftrennung und Detektion der Reaktionsprodukte wurde von einem

hausinternen Service oder einem kommerziellen Service-Anbieter durchgefihrt.

2.3. Zellbiologische Methoden

2.3.1. Kultivierung humaner Zellinien

Adhérente Zelllinien (HeLa, 293T, HS68 und NIH3T3) wurden in Standardmedium
mit 1 mM Natriumpyruvat bei 37°C, 5% G@nd 100% Luftfeuchtigkeit (Hera cell,
Zellkulturinkubator, Heraeus, Hanau) in Zellkulturschalen variabler Grol3e kultiviert.
Die Zelllinien wurden alle zwei bis drei Tage (vor Erreichen der Konfluenz)
passagiert. Dazu wurden die Zellen zunachst mit PBS gewaschen, mit 10 x
Trypsin/EDTA von der Kulturschale abgeldst und in einer Verdinnung von 1:3 bis
1:6 auf neuen Kulturschalen ausgeséat. Zellzahlen wurden im allgemeinen mittels
einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. HeLa-Suspensionszellen wurden in Joklik's-

Medium bei 37°C in Spinner-Flaschen unter konstantem Ruhren kultiviert. Die
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Zelldichte der Kulturen wurde durch tagliches Verdiunnen mit frischem Medium

zwischen 2,5 x 10und 16 Zellen pro ml gehalten.

2.3.2. Einfrieren und Auftauen von Gewebekulturzellen

Die Zellen wurden aus einer logahithmisch wachsenden Population eingefroren.
Dazu wurden entweder Suspensionszellen abgenommen oder adharente Zellen mit
Trypsin behandelt, in Medium aufgenommen und abzentrifugiert (300 g, 5 min) und
in Einfriermedium (90% FCS und 10 % DMSO) resuspendiert. Je 1 ml der
Suspension wurden in ein Einfrierréhrchen abgefillt, langsam auf -80°C abgekuhlt

und zur dauerhaften Lagerung in flissigen Stickstoff Gberfuhrt. Das Auftauen der

Zellen erfolgte schnell bei 8¢ im Wasserbad. 1 ml aufgetaute Zellsuspension
wurde mit 15 ml Standardmedium verdiinnt, in eine 15cm Zellkulturschale UGberfihrt

und weiterkultiviert.

2.3.3. Transiente Tansfektion von Gewebekulturzellen

Adhéarente HelLa-Zellen wurden mit dem “Effectene Transfection Reagent’-Kit der
Firma QIAGEN transfiziert.

24 h vor der Transfektion wurden die Zellen mit einer Konfluenz von 40% ausgesat.
Die Mengen von zur Transfektion eingesetzter DNA, EC-Verdunnungspuffer,
Verstarkerreagenz, Effectene und die Medienmengen richtete sich dabei nach der

jeweiligen Zellkulturgefal3grofie:

Platten- | DNA- | EC- Verstéarker| Effectene| DMEM-Menge | DMEM-Menge
groRe @ | Menge | Puffer zum Mix auf der Platte
3,5cm | 0,4ug | 100pl 3,2ul 2,0ul 600ul 1,6 mi
6 cm 1,0pg | 150pl 8,0ul 5,0ul 1,0 mi 4,0 ml
10cm | 2,0ug | 300pl 16 ul 10ul 3,0 ml 7,0 ml
15cm 5,6ug | 840ul 44,8l 28 pl 8,5 ml 15 ml

Die zu transfizierende DNA wurde in einer geeigneten Menge des EC-
Verdunnungspuffers aufgenommen und mit Verstarker-Reagenz versetzt. Diese
Reaktion wurde durch ,vortexen” gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Nach
Zugabe von Effectene-Reagenz wurde erneut 15 min inkubiert, die jeweilige Menge
DMEM-Standardmedium zum Mix pipettiert und vorsichtig gemischt. Diese
Mischung wurde sofort auf die vorbereitete Platte mit einer geeigneten Menge
DMEM-Standardmedium Uberfihrt und Uber Nacht auf den Zellen belassen.
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Anschliel3end wurde das Medium gewechselt und die Zellen fir weitere 12 h- 48 h in

Standardmedium kultiviert.

2.4. Biochemische Methoden

2.4.1. Grundlegende Standardmethoden

2.4.1.1. Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte nach drei alternativen
Methoden. Die Proteinkonzentration von Gesamt-Zellysaten wurde durch Messung
der Extinktion bei 280 nm ermittelt (1 QR entspricht dabei 1 mg/ml). Die
Konzentration von gereinigten, rekombinanten Proteinen wurde auch mittels SDS-
PAGE und anschlieRender Coomassie-Farbung des Gels abgeschéatzt. Als Standard
diente BSA, das in definierten Mengen auf das Gel aufgetragen worden war. In allen
ubrigen Fallen wurden Proteinkonzentrationen mit Hilfe des ,Micro BCA Protein

Assay Reagent Kit“-der Firma Pierce nach den Angaben des Herstellers bestimmit.

2.4.1.2. Diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Bei der diskontinuierlichen Gelelektrophorese (Laemmli, 1970) werden Proteine
zunachst in einem niederprozentigen Sammelgel fokussiert und anschlief3end in
einem hoherprozentigen Trenngel nach dem Molekulargewicht aufgetrennt.
Eingesetzt wurden homogene Trenngele ( 8%, 10%, 12% und 15 % ). Das Trenngel
war jeweils mit einem 1 cm hohen 4%igen (w/v) Sammelgel Gberschichtet. Nach
Polymerisation wurde das Gel in eine Vertikal-Elektrophoresekammer eingebaut und
die Reservoirs mit SDS-Elektrophoresepuffer gefullt. Vor dem Auftragen wurden die
zu ladenden Proteinldsungen mit 1 x, 2 x oder 10 x SDS-Probenpuffer versetzt und
5 min gekocht. Die Elektrophorese erfolgte bei 10 bis 20 V/cm.

2.4.1.3. Coomassie-Farbung von Proteingelen

Das Gel wurde zum Farben der aufgetrennten Proteine 20 min in Coomassie-
Farbeldsung inkubiert, anschlieend in 25% (v/v) Methanol, 7% (v/v) Essigsaure

entfarbt und digital dokumentiert.
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2.4.1.4. Silberfarbung von Proteingelen

Zur Fixierung der Proteine wurde das Gel nach PAGE-Auftrennung der Proteine
mindestens 3 h in 50% (v/v) Methanol, 12% (v/v) Essigsaure, 0,0185% (w/v)
Formaldehyd inkubiert. AnschlieRend wurde das Gel dreimal 20 min mit 50%
Ethanol gewaschen. Es folgte eine einmindtige Inkubation in 0,02% (w/v)
Natriumthiosulfat. Das Gel wurde mit dgbBl gewaschen (dreimal jeweils 20 s),
anschlieBend 20 min in 0,2% (w/v) Silbernitrat, 0,028% (w/v) Formaldehyd
inkubiert und nach erneutem Waschen mit gdHzweimal jeweils 20 s) zum
Auslésen der Silberabscheidung mit 6% (w/v) Natriumcarbonat, 0,0185% (w/v)
Formaldehyd versetzt. Nach dem Sichtbarwerden der Proteinbanden wurde das Gel
kurz mit ddHO gespult und die Reaktion mit 50% (v/v) Methanol, 12% (v/v)
Essigsaure abgestoppt. Zur Lagerung wurde das Gel in 25% (v/v) Methanol, 7%

(v/v) Essigsaure uberfihrt und dokumentiert.

2.4.2. Immunologische und immunobiochemische Methoden

2.4.2.1. Immunoblot-Analyse: Transfer von Proteinen auf
Membranen (Western-Blot) und Hybridisierung mit
spezifischen Antikorpern

Die Uber SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden Uber Elektrotransfer (,Semi-
dry”) auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Auf die Anode der Blot-
Apparatur wurden drei Lagen mit Transferpuffer geséattigtes Whatman 3MM-Papier,
die Membran, das Trenngel, drei weitere Lagen Whatman 3MM-Papier und die
Kathode geschichtet. Der Transfer erfolgte fir 90 min bei 1,5 mA pro cm
Trenngelflache. Zur Sichtbarmachung der transferierten Proteine wurde die
Membran einige Minuten in Poinceau-Farbeldsung inkubiert und anschlieRend in 1%
(v/v) Essigsaure entfarbt. Zur anschlie3enden spezifischen Proteindetektion wurde
die Membran in PBS-0.2T mit 5 % (w/v) Magermilchpulver fur mindestens 60 min
bei Raumtemperatur geblockt. AnschlieRend wurde die Membran 1 h bei
Raumtemperatur in einer geeigneten Verdinnung des ersten Antikdrpers in
PBSO0,2T mit 5 % Magermilchpulver inkubiert. Der Filter wurde dreimal fur je
10 min in PBS-0,2T gewaschen und mit einem, gegen den ersten Antikérper

gerichteten, an Peroxidase gekoppelten ZweitAntikérper (Verdinnung 1:5000 in



2. Material und Methoden 36

PBS2-0,T, 5 % (w/v) Magermilchpulver) fur 60 min inkubiert und anschlie3end
zweimal 15 min in PBS-0,2T gewaschen. Die Sichtbarmachung der spezifischen
Proteine erfolgte Uber Chemolumineszenz durch Inkubation der Blotmembran mit
Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce, Rockford, USA) und
anschlieRender Exposition gegen einen Rontgenfilm. Bei sehr schwachen Signalen
wurde die Detektion mit dem Super Signal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate (Pierce, Rockford, USA) wiederholt.

2.4.2.2. Immunoprazipitation von Proteinen

Prazipitationen mit spezifischen Antikdrpern wurden durchgefihrt um ein
bestimmtes Protein aus Gesamtzellextrakten aufzureinigen oder um in
Koimmunoprazipitationen dién vivo an das prazipitierte Protein assozierten
Proteine zu identifizieren. Alle Schritte wurden bei 4°C oder auf Eis unter
Verwendung vorgekuhlter Losungen ausgefuhrt.

Der spezifische Antikdrper (143g) wurde an 20 pl 50% (v/v) Protein-A-Sepharose
oder 20 pl 50% (v/v) Protein-G-Sepharose gebunden (1 h auf einem
Uberkopfrotator). Nach zweimaligem Waschen in IP-Puffer wurde die Suspension
zur Bildung der Antigen-Antikdrper-Komplexe 1-3 h mit dem Proteinextrakt
inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit IP-Puffer wurden die
Sepharosebeads in pb2x SDS-Probenpuffer aufgenommen und nach 5 minitigem
Kochen mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert.

2.4.2.3. Immunozytologie

Adharente Saugerzellen, untransfiziert ebenso wie transfizierte Saugerzellen (24h
nach der Transfektion), wurden auf sterile Deckglaschen in ,6-Loch”-Platten
ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 40% kultiviert. Die Zellen wurden direkt
nach Absaugen des Standardmediums bei RT mit je 4 ml Paraformaldehydlésung
pro Loch fur 7 min auf den Deckglasern fixiert. Die Zellen wurden danach zweimal
mit PBS gewaschen, mit 4 ml einer Triton-X-100-LAésung pro Loch fur 5 min auf Eis
permeabilisiert und anschlielend zweimal mit Blocklosung gewaschen. Die
Inkubation mit dem ersten Antikérper (Verdinnung 1:50 — 1:1000, je nach
eingesetztem Antikorper, in Blocklosung) erfolgte fur 1 h bei RT. Die Zellen wurden

zweimal mit Blocklésung gewaschen und 1 h mit dem Farbstoff-markierten
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sekundaren Antikorper (in Blocklésung) bei RT im Dunklen inkubiert. Abschlieend
wurden die Deckglaschen zweimal mit PBS gewaschen, kurz abgetropft und mit
10ul ,Glow-mounting medium” uberschichtet und eingedeckelt. Die Auswertung

erfolgte an einem Axioskop 2- Fluoreszenzmikroskop (Zeiss).

2.4.2.4. Herstellung von Antiseren und Affinitatsreinigung
von Antikdrpern

Zur Herstellung des Antigens wurden die jeweiligen Proteine als GST- oder His-
Fusion rekombinant irE.coli exprimiert und Uber diverse Methoden bis zur
hdchstmoglichen Homogenitat gereinigt. Das gereinigte Protein (1 mg/ml) wurde fur
die erste Injektion im Verhéltnis 1:1 mit TiterMax Gold Uber eine Doppelkantle
intensiv emulgiert. Zur Immunisierung von Kaninchen wurde | 2p0Ur Ziegen 500

Mg Protein subkutan injiziert. Nach 6 Wochen wurden jeweils, im Abstand von 14
Tagen, weitere Injektionen vorgenommen. TiterMax Gold wurde dabei durch
Freunds Adjuvant ersetzt.

Das abgenommene Blut wurde zur Gerinnung 2 h bei RT belassen und anschlielend
Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Zur Gewinnung des Serums wurde fur 15 min bei
5500 rpm abzentrifugiert. Das Serum wurde bei —20°C gelagert oder direkt zur
Affinitatsreinigung von Antikérpern verwendet.

Zur Affinitatsreinigung des spezifischen Antikérpers wurden 5 mg des Antigens
wurden mit Karbonatpuffer versetzt (1.5) und kovalent an CNBR-Sepharose 4B,
nach den Angaben des Herstellers gekoppelt. AnschlieRend wurde mehrmals mit
Karbonatpuffer gewaschen. Das Serum wurde nach Ultrazentrifugation 1:1 mit PBS
verdinnt und uber Nacht mit dem immobilisierten Antigen auf einem
Uberkopfrotator bei 4°C inkubiert. Die Sepharose wurde fiinfmal mit 0,5 M NacCl in
PBS gewaschen und in eine S&ule uberfihrt. Die Elution des Antikorpers erfolgte
mit 0,2 M Essigsaure, 0,5 M NaCl. Der Saulendurchflu3 wurde zu je 0,5 ml
Fraktionen aufgefangen und sofort mit 1001 M Tris pH 9,0 pro Fraktion
neutralisiert. Die einzelnen Fraktionen wurden durch Aufspotten ubmuf eine
Nitrocellulose-Membran und anschlieBende Poinceau-farbung getestet. Die
Antikdrperhaltigen Fraktionen wurden vereinigt, gegen PBS dialysiert und eingeengt
(UH 100/1 Ultrahulsenapparatur, Schleicher & Schill, Dassel). Die

Antikdrperldsung wurde zur Lagerung bei 2@201.1 mit Glycerol versetzt. Die
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Qualitat der gereinigten Antikdrper wurde mit einer Konzentrationstitration gegen
das spezifische Antigen und Totalzellextrakt von HelLa-Zellen im Immunoblot
getestet.

2.4.3. Praparation von Gesamt-Zellysaten

Zur Préaparation von Gesamt-Zellysaten aus Gewebekulturzellen wurden
Suspensions-HelLa-Zellen benutzt oder adhéarente Zellen wurden durch Behandlung
mit Trypsin von der Unterlage gel6st, 2 min bei 1500 rpm abzentrifugiert und
zweimal mit PBS gewaschen. Das Zellpelett wurde in IP- oder RIPA-Puffer
resuspendiert und mit Ultraschall (Labsonic U, Ultraschallhomogenisator, B. Braun,
Melsungen) auf Eis aufgeschlossen. Alternativ wurden Gewebekulturzellen direkt,
nach zweimaligem Waschen mit PBS, mit IP- oder RIPA-Puffer versetzt und durch
Abschaben mit einem Zellschaber in den Puffer tberfuhrt. Auch hierbei wurden die
Zellen mittels Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. Der Rohextrakt wurde
anschlieRend fir 15 min bei 13000 g und 4°C abzentrifugiert.

Zur Western-Blot Analyse wurden die Zellen nach zweimaligem Waschen mit PBS
(RT) direkt auf der Schale mit 95 heil3em 2x SDS-Probenpuffer versetzt und nach
dem Abschaben in eine Eppendorfgefald tberfuhrt. Nach 10 min Kochen wurden die
Proben einer Ultraschall-Behandlung unterzogen und nach Zentrifugation (13000 g,
15 min) auf ein Gel aufgetragen.

2.4.4. Expression rekombinanter Proteine inE. coli

Zur Expression von rekombinanten Proteinen wurden die entsprechenden Plasmid-
Konstrukte in denE. coli Stamm BL21(DE3), oder BL21(DE3)CODONplus
transformiert und eine Einzelkolonie auf 200 ml bis 10 | Superbroth-Medium
tberimpft, oder im Fall von BL21(DE3)CODONplus direkt in 500ml FluRigkultur
gegeben, die am darauf folgenden Tag 1:4 mit Superbroth verdinnt wurde. In der
exponentiellen Wachstumsphase wurde bei einepQDn 0,8 mit 1 mM IPTG die
Proteinexpression induziert. Nach 4 bis 5 h bei 20°C - 30°C wurden die Zellen
abzentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen, direkt weiter aufgearbeitet oder bei -
80°C gelagert.
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2.4.5. Native Affinitatsreinigung von Histidine-

Fusionsproteinen

Das Bakterienpellet wurde in kaltem Puffer A resuspendiert (25ml / 11 Bakterien-
Kultur) und auf Eis mittels Ultraschall (Labsonic U, Ultraschallhomogenisator, B.
Braun, Melsungen) aufgebrochen (4-5 min). Die aufgebrochenen Bakterienzellen
wurden zur Abtrennung der bakteriellen Zelltrimmer 35 min bei 100 000g
zentrifugiert. Der Zentrifugationsiiberstand wurde mit ca. 1 mg ,ProBond Nickel-
Chelating Resin” pro 10 mg rekombinantem Protein versetzt und 2 h bei 4°C auf
einem Uberkopfrotator inkubiert. Die Sepharose wurde dann dreimal mit kaltem
Puffer A gewaschen und die Proteine anschlieRend mit Puffer A+ 350 mM Imidazol
eluiert. Das Eluat wurde dialysiert (gegen PBS), gegebenenfalls eingeengt
(Centricon, Zentrifugenfiltereinheiten, Ultrafiltration mit Amicon
Ultrafiltrationszelle) oder, falls eine hohere Reinheit der Proteine erforderlich war,

weiteren Reinigungsschritten unterzogen.

2.4.6. Aufreinigung von Glutathione-Fusions-Proteinen

Das Bakterienpellet wurde in kaltem Puffer 1 resuspendiert (25ml / 11 Bakterien-
Kultur) und auf Eis mittels Ultraschall aufgebrochen. Die aufgebrochenen
Bakterienzellen wurden zur Abtrennung der bakteriellen Zelltrimmer 35 min bei 100
000g zentrifugiert. Der Zentrifugationstiberstand wurde mit ca. 1 mg Gluthatione-
Sepharose pro 10 mg rekombinantem Protein versetzt und 2 h bei 4°C auf einem
Uberkopfrotator inkubiert. Die Sepharose wurde dann dreimal mit kaltem Puffer 1
gewaschen und die Proteine anschlieRend mit gluthatioen-Puffer eluiert. Je nach
Konzentration wurden die Proteine dialysiert (gegen PBS), oder in einem Centricon

eingeengt.

2.4.7. SUMO-Aufreinigung durch lonenaustauscher-
chromatographie und Gelfiltration
Das Bakterienpelett von rekombinant expremiertem SUMO-1 wurde in 50 mM
Tris/HCI pH 8, 50 mM NaCl, 2 mM DTT + Protteaseinhibitoren resuspendiert (20

ml / 1| Bakterienkultur). AnschlieRend erfolgte das Aufbrechen der Zellen durch

Ultraschall. Die aufgebrochenen Bakterienzellen wurden zur Abtrennung der
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bakteriellen Zelltrtmmer 45 min bei 100 000g zentrifugiert. Der
Zentrifugationsuberstand wurde 1:2 mit spharose-Q versetzt und 5 h bei 4°C auf
einem Uberkopfrotator inkubiert. SUMO-1 bindet durch seine Ladung nicht an die
Q-Sepharose. Der Uberstand wurde in einem Centrikon (10K) aufkonzentiert und
zur weiteren Aufreinigung uber eine FPLC- Anlage (Pharmacia Biotech, Uppsala,

Schweden) gegeben (Saule: Superdex 200 analytical).

2.4.8. Aufreinigung His-SUMO-1AC4-modifizierter Proteine
aus 293T-Zellen

Die Zellen wurden 36h nach Transfektion zweimal mit PBS (RT) gewaschen und
direkt auf der Platte mit B1-Puffer (+ 5mM Imidazol + Proteaseinhibitoren) lysiert.
Das Lysat wurde abgenommen und durch Ultrschallbehandlung weiter
aufgebrochen. Die aufgebrochenen Zellen wurden 30 min bei 4°C und 100 000g
zentrifugiert. Der erhaltenen Uberstand wurde mit Nickiel-Sepharose (Qiagen)
versetzt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde die Sepharose mit
den unten aufgelisteten Schritten gewaschen, wobei die Puffer jeweils mit 5SmM
lodoazetamid und Proteaseinhibitoren versetzt waren. Angegeben Volumen stehen

fur zwei P15-Platten.

1) 1ml B1/ pH 8.0

2) 2mi B1/pH 6.3

3) 1ml B1/ pH 8.0

4) 2ml B1/pH 8.0// B2 (1:1)
5) 2ml B1/pH 8.0// B2 (1:3)
6) 2ml B2

7) 1ml B2 + 10mM Imidazol

Die Elution erfolgte durch Zugaben von B2 + 300mM Imidazol. Die Proben wurden
mit 10x Laemmli-Probenpuffer versetzt und zur weiteren Analyse auf eine 8% SDS-

Page aufgetragen.
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3. Ergebnisse

Es existieren bereits einige Methoden zur Identifizierung neuer SUMO-Substrate, So
z.B. Co-Immunoprazipitationen mit SUMO-Antikorpern, sowie die Transfektion von
Zellen mit His-SUMO und anschliel3ender Aufreinigung der modifizierten Proteine
durch Uber Nickel-Sepharose. Diese Verfahren haben alle den Vorteil auf die
endogenen SUMO-Enzyme zuriickzugreifen und damit auch auf die E3-Ligasen. Es
konnen aber dabei nur SUMO-Substrate identifiziert werden, die sehr abundant in
der Zelle vorliegen. Kurzzeitige SUMO-Modifikationen oder seltene SUMO-
Substrate kdnnen damit nicht identifiziert werden. Ziel der vorliegenden Arbeit war
die Identifikation neuer SUMO-Zielproteine. Zwei neu entwickelte Verfahren kamen
dabei zur Anwendung, zum Einen das ,In-L6sung-Modifikations-Verfahren* und
zum anderen das ,Filter Modifikations-Verfahren®.

3.1. Identifikation neuer SUMO-Substrate und
Interaktoren durch ein ,In-LOsung-
Modifikations-Verfahren”

Ziel war es ein einfaches, reproduzierbares Verfahren zu entwickeln, das es mdglich
macht unterschiedliche Zelllinien auf ihre SUMOylierbaren Proteine hin zu
untersuchen. Das entwickelte Verfahren basiert darauf, daf3 in Zell-Lysaten sowohl
modifizierende, als auch demodifizierende Enzyme von SUMO noch aktiv sind und
somit die Substrate im Zell-Lysat durch Modifikations-und Demodifikations-Zyklen
gehen (siehe Abbildung 4.1A). Eine Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung
Modifikation wird durch Zugabe grof3er Mengen von rekombinantem GST-SUMO-
1AC4 und zusatzlicher Zugabe von ATP erreicht. Dadurch erreicht man eine
Verdrdngung des endogenen SUMOs aus dem Modifikations-Zyklus (siehe
Abbildung 3.1B). Der Vorteil besteht dabei in der Benutzung der endogenen
Enzyme. In dem Extrakt sind nicht nur E1- und
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Abbildung 3.1: SUMO-Modifikation und -Demaodifikation in Zell-Extrakten

(A) SUMO-Substrate gehen durch Modifikations-und Demodifkations-Zyklen in
Zell-Lysaten, da sowohl die modifizierenden Enzyme (E1, E2, E3), als auch die
demodifizierenden Enzyme (Isopeptidasen) aktiv sind.

(B) Durch Zugabe grofRer Mengen von rekominantem SUM@-hls GST-
Fusionsprotein und zusatzlichem ATP kann das Gleichgewicht zugunsten der
Modifikation verschoben werden. Dabei wird endogenes SUMO durch GST-

SUMO ersetzt und die Substrate kbnnen so aus dem Lysat mittels Gluthation-
Sepharose entfernt werden.

E2-Enzyme vorhanden, sondern auch eine Reihe spezifischer SUMO-E3-Ligasen,
was die Identifikation neuer Substrate erlaubt, die eben diese E3-Ligasen fiir deren
Modifikation bendtigen. Ebenso enthélt es andere Enzyme wie Phosphatasen und
Kinasen, deren Aktivitit vielleicht fiir spezielle SUMO-Modifikationen notwendig
sind. Die modifizierten GST-SUMO-Substrate werden mittels Gluthation-Sepharose
aus dem Lysat isoliert und somit angereichert und anschlieBend durch
Massenspektrometrie identifiziert. Zusitzlich werden Proteine isoliert, die stark mit
SUMO-1 interagieren. Das ,,In-Ldsung-Modifikations Verfahren® ist geeignet, um
unterschiedliche Gewebe und damit verschiedene Proteinsysteme auf

SUMOylierung hin zu untersuchen.
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3.1.1. SUMOylierung von Proteinen in HelLa-Zell-

Extrakten: ,In-Losung-Modifikations-Verfahren*

Um ein Lysat herzustellen, das immer noch Enzymaktivitat zeigt, wurden Hela-
Suspensions-Zellen benutzt, da sie einfach in Flussigkultur in grol3en Mengen
kultiviert werden kénnen. Nach Abzentrifugation der Zellen bei 300g wurde das
Zell-Pellet zweimal mit PBS gewaschen und anschlielRend eingefroren. Durch
Auftauen der Zellen in PBS brachen die Zellen auf. Nach Zentrifugation (100 000g,
4°C, 45min) wurde der Uberstand mit GST-SUMBEY nach Zugabe von ATP fiir

1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Als Kontrolle wurde Lysat unter ATP-
Zugabe mit GST inkubiert. Beide Ansatze wurden anschlieRend mit Gluthation-
Sepharose versetzt, um GST, bzw. GST-SUM@4 und die modifizierten
Proteine aus dem Lysat herauszuziehen. Nach stringendem Waschen (PBS/ 500mM
NaCl/ 0,1% NP-40) wurde die Sepharose in 2x Lammli-Puffer gekocht, die Proben
auf ein 8% Gel aufgetragen, und im Immunoblot mit Anti-SUMO-1 und
anschlieRend nach ,Strippen* des Immunoblottes mit Anti-RanGAP1 inkubiert
(siehe Abbildung 3.2). Es werden eine Reihe modifizierter Proteine spezifisch mit
GST-SUMO-NC4 herausgezogen, wahrend die Kontrolle mit GST kein Signal gibt
(siehe Abbildung 3.2A). RanGAP1 wird komplett aus dem Lysat depletiert und in
die GST-SUMO-DC4 modifizierte Form umgewandelt (siehe Abbildung 4.2B).
Eine kleine Menge unmodifiziertes RanGAP1 im GST-SUMX@4-,Pull-Down*
stammt entweder von einer Demodifikation wahrend des Waschens, oder von der
Bindung von RanGAP1 an Ubc9, welches ebenfalls herausgezogen wird. Um

festzustellen, ob die Modifikations-Effizienz
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Abbildung 3.2: SUMOylierung von Proteinen mit rekombinantem GST-SUMO-AC4 in HelLa-

Zell-Extrakten

(A) HeLa-Suspensions-Zellen wurden nach Waschen mit PBS eingefroren. Nach
Auftauen in PBS wurde der Extrakt bei 100 000g zentrifugiert und der
Uberstand mit GST-SUMOAIC4 und ATP versetzt. Als Kontrolle wurde GST
in der selben Menge zu einem Parallel-Ansatz gegeben und ebenfalls mit ATP
inkubiert. GST und GST-SUMOALC4 wurden anschlielend mit Gluthation-
Sepharose aus dem Extrakt heraus gezogen und somit auch alle modifizierten
Proteine. Nach stringendtem Waschen wurden die Proben in Lammli-Puffer
gekocht und auf ein 8% Gel aufgetragen. Zusatzlich wurde noch rekombinantes
GST-SUMO-RANC4 aufgetragen, um die Sauberkeit des Proteines zu Uberprifen.
Der Immunoblot mit Anti-SUMO-1 zeigt eine Reihe hochmolekularer Banden,
die auf GST-SUMO-1-modifizierte Proteine hinweisen. Die GST-Kontrolle
zeigt kein Signal.

(B) Der Blot wurde anschlieRend gestrippt und mit Anti-RanGAP1 inkubiert.
RanGAP1 wird vollstandig bei dem Ansatz mit GST-SUMGEZ aus dem
Lysat entfernt und in eine GST-SUMO-1-modifizierte Form umgewandelt,
wahrend im Uberstand der GST-Kontrolle RanGAP1 vollkommen in der
unmodifizierten 70kDa-Form vorliegt. Die Detektion einer schwachen
RanGAP1-Bande bei 70kDa in dem GST-SUMGE# + Lysat-Ansatz kann
durch Demodifikation wahrend des Waschens, oder mdglicherweise durch
Bindung an Ubc9 herkommen. Unspezifisches Binden ist auszuschliel3en, da die
Kontrolle kein Signal zeigt. Freies GST-SUM@Q4 wurde im ersten Blot so
stark markiert, das nicht alle Antikdrper entfernt werden konnten und das Signal
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von den SUMO-1-Antikdrpern noch unspezifisch durchkommt. Die mit einem
Stern gekennzeichnete Bande ist ebenfalls als unspezifisches Signal zu werten.

abhangig ist vom Zellzyklus, wurden HelLa-Suspensions-Zellen in verschiedenen
Zell-Zyklus-Stadien arretiert: mit Mimosin in G1/S, mit Thymidin in der frihen S-

Phase, sowie mit Nocodazol in G2/M. Thymidin- und Nocodazol- Lysate zeigen die
gleiche Modifikations-Effizienz wie der Extrakt aus normal wachsenden Zellen

(siehe Abbildung 3.3). Bei dem Arrest mit Mimosin in G1/S kommt es scheinbar zu
einer Verringerung der modifizierten Substrate. Die Ursache dafir ist aber noch
unklar. Fur die weiteren Versuche wurden daher normal wachsende HelLa-Zellen

benutzt.

K:normale Zellen
M: Mimosine arretiert

T: Thymidine arretiert

Substrate N: Nocodazol arretiert

+GST-SUMO-1

Anti-GST

Abbildung 3.3: Die SUMO-Modifikations-Effizienz und Modifikationsmuster des Lysats andert

sich nicht signifikant in Abhangigkeit von Zellzyklus-Inhibitoren.

Jeweils 50ml HeLa Suspensionskultur wurden jeweils mit Mimosin (G1/S), Thymidin (S-Phase) und
Nocodazol (G2/Mprretiert. Die Lysate wurden nach mehrmaligen Waschen der Zellen mit PBS wie
beschrieben hergestellt, und mit gleichen Mengen GST-SURO41und ATP versetzt, 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert und modifizierte Proteine mit Gluthatione-Sepharose angereichert. Nach
Auftrag auf ein 8% SDS-Gel wurden die Proteine mit Anti-GST markiert. Die verschiedenen Lysate
zeigen etwa ahnliche Modifikations-Effizienzen. Wahrend Thymidin, sowie Nocodazol-Arrest keinen
EinfluR auf die Modifikation zeigen, hat der Mimosine-Extrakt eine etwas niedrigere Effizienz.
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3.1.2. Identifikation neuer SUMO-Substrate mittels
Mikropeptid-sequenzierung

Um die zur Identifikation bendtigten Mengen zu erreichen, wurde ein Zell-Pellet von
10 Liter HeLa-Suspensions-Zellen in PBS aufgetaut und ma@5&kombinantem
GST-SUMO-AC4 und 10mM ATP ulber Nacht bef@ inkubiert. Parallel dazu
wurde ein Ansatz mit 2%@ GST-SUMO-2AC11 und 10mM ATP inkubiert, um
eventuell unterschiedliche Substrate beider Proteine identifizieren zu kdnnen. Nach
Inkubation mit Gluthation-Sepharose (1AC), wurde die Sepharose mehrmals sehr
stringend gewaschen, und die Proteine mit 350mM Gluthation von der Sepharose
eluiert. Nach Einengen des Proben-Volumens in einem 10K Centricon wurden die
Proben mit dem entsprechenden Volumen an 4x Lammli-Puffer versetzt, gekocht
und auf ein 8% Gel aufgetragen. Das Gel wurde anschlieend Coomassie-gefarbt
und mit 0,1% Essigsaure entfarbt, bis die Banden sichtbar wurden. Die Analyse der
Banden wurde in der Arbeitsgruppe von Dr. Friedrich Lottspeich (MPI fir
Biochemie, Martinsried) mittels Mikropeptid-Sequenzierung vorgenommen. Die
Anséatze mit GST-SUMOAC4 und GST-SUMO-2C11 brachten kein
unterschiedliches Banden-Muster hervor, auch wurden die selben Proteine in beiden
Proben identifiziert. Das lal3t darauf schliel3en, das die Modifizierungs-Maschinerie,
wenn sie mit rekombinantem SUMO ,uberladen” wird, Spezifitdt im Bezug auf
unterschiedliche Substrate verliert. Das geht konform mit den Resultaten von Saitho
und seinen Mitarbeitern, die feststellten, daR die Uberexpression von SUMO-2 oder
SUMO-3 zur Modifikation von SUMO-1 Substraten (z.B. RanGAP1) fuhrt (Saitoh +
Hinchey, 2000). Bei dem h&aufigsten Protein, das heraus gezogen wurde, handelt es
sich um RanGAP1 in der GST-SUMO-1 modifizierten Form. Die zweitstarkste
Bande ergab bei der Sequenzierung die El-Komponente Uba2, die sowohl

unmodifiziert, als auch GST-SUMO-1-modifiziert stark vertreten ist (siehe
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GST-SUMO-2AC11  GST-SUMO-1AC4

A: <05 ng
B: <08 ng
C: 1,5ng Uba2

D: 1,5ug DDB1

RanG AP1 e

E: 4ng Uba2

F: 1,0ng keine eindeutige
Datenbank Suche

G: 1,5ng
71kDa Hitze Schock Protein
+ HSP70-2

H: 0,5ng
B0kDa unbekanntes Protein
UP

Ak

50

GST-SUMO-1AC4/
GST-SUMO-2AC11 T

Coomassie-Farbung
Abbildung 3 .4.: Identifizierung neuer SUMO-Substrate und Bindungspartner fir SUMO
Das Zell-Pellet von je 10 Liter HelLa-Suspensions-Zellen wurde in PBS aufgetaut. Nach
Zentrifugation (100 000g) wurde der Uberstand mit Bp@GST-SUMO-NC4 bzw. GST-SUMO-
2AC11, sowie 10mM ATP versetzt und uUber Nacht b®&C 4nkubiert. Nach Inkubation mit
Gluthation-Sepharose und anschlieBendem mehrmaligem Waschen wurden die Proteine von der
Sepharose mit Gluthation eluiert und in einem 10K Centricon eingeengt. Die Proben wurden
anschlieBend mit 4x Lammli-Puffer versetzt, gekocht und auf ein 8% Gel aufgetragen. Nach
Coomassie-Farbung wurden die Banden ausgeschnitten und zur Analyse mittels Peptidsequenzierung
gegeben. Dabei gefundene potentielle Substrate oder Interagierer: DDB1 und UP (,unknown
Protein). BanderA und B reichten von der Menge nicht aus. Barfeleergab keine eindeutige
Datenbanksuche.

Abbildung 3.4 Bande C und E). Neben diesen bereits bekannten Proteinen konnten 2
zusatzliche Proteine indentifziert werden. Dies ist zum Einen DDB1 (Dhidge
Binding Protein 1) (auch bekannt als p127) (siehe Bande D), welches eine wichtige
Rolle in der Zellantwort auf DNA Schéadigung spielt. Zum Anderen wurde ein bisher
unbekanntes 60 kDa grofRes Protein identifiziert, das UP (,unknowoteii)
genannt wurde (siehe Kapitel 3.5). Uberraschenderweise wurden sowohl UP, als



3. Ergebnisse 48

auch DDB1 bei einer Grof3e gefunden, die ihrem unmodifizierten Molekulargewicht
entspricht. Zwei mogliche Erklarungen kommen dafur in Frage: 1. Die Proteine
waren modifiziert, die SUMOylierung ging aber durch Isopeptidase-Aktivitat
verloren. 2. Sie haben eine sehr hohe Affinitat zu SUMO, oder einem anderen
SUMOylierten Protein. Geringe Mengen zweier Hitzeschockproteine (siehe
Abbildung 3.4 Bande G) wurden ebenfalls identifiziert, was aber zu erwarten war, da
in einem ,pull-down* Verfahren mit rekombinantem Proteinen stets ein Teil der
Proteine nicht oder unzureichend gefaltet vorliegen. Die endogenen Chaperone
binden an diese Proteine, um sie in ihrer Funktion als zelleigenes Reparatursystem

zu stabilisieren und korrekt zu falten.

3.1.3. SUMO-Modifikation der modifizierenden Enzyme E1
und E2

Uba2 wurde in groRer Menge unmodifiziert und auch SUMOyliert isoliert (siehe
Abbildung4.4.). Daher wurde mittels eines Immunoblots mit spezifischen
Antikorpern tberprift, ob auch die anderen modifizierenden Enzyme mit dem ,In-
Losung Modifikations-Verfahren“ herausgezogen werden. Es werden sowohl beide
El-Untereinheiten Aosl und Uba2, als auch das E2 Ubc9 modifiziert isoliert. Uba2
wird unmodifiziert in grof3er Menge herausgezogen (siehe 3.2.2), aber auch einfach
modifiziert, wie der Immunoblot zeigt. Aosl liegt unmodifiziert nicht vor, da es
durch das kréaftige mehrmalige Waschen seine Bindung zu Uba2 verliert, ist aber
einfach und zweifach SUMOyliert zu detektieren. Ubc9 ist ebenfalls mono- und di-
SUMOyliert heraus gezogen worden. Uberraschend dabei ist, daR es sich bei der di-
SUMOylierten Form um Ubc9 handelt, welches mit endogenem SUMO-1 und GST-
SUMO-1 modifiziert ist. Unmodifiziertes Ubc9 ist unter diesen SDS-PAGE-
Bedingungen wegen seiner Grol3e nicht detektierbar (siehe Abbildung 3.5). Von E3-
Enzymen ist bekannt, dalR sie selbst SUMOyliert werden, was eine Art
Autoregulation darstellen kénnte (siehe Pichler, 2002). Bei E1- und E2-Enzymen

konnte es sich um einen ahnlichen Mechanismus handeln.
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Abbildung 3.5.: Immunoblot mit verschiedenen Antikdrpern

1) Poinceau-Farbung

2) Markierung mit polyklonalem Anti-GST (Kaninchen)

3) Markierung mit polyklonalem Anti-SUMO-1 (Ziege)

4) Markierung mit polyklonalem Anti-Aosl (Ziege). Detektion einer mono- und einer schwéacheren
di-SUMOylierten Form.

5) Markierung mit polyklonalem Anti-Uba2 (Ziege). Uba2 wird vornehmlich in der unmodifizierten
Form mit Degradations-Produkten detektiert. Daritiberhinaus wird Uba2 aber auch in
SUMOylierten Formen detektiert.

6) Markierung mit polyklonalem Anti-Ubc9. Ubc9 zeigt eine deutliche Mono-SUMOylierung und
eine sehr schwache Di-SUMOylierung. Anhand des Laufverhaltens dieser di-SUMOylierten

Bande zeigt sich, daf? es sich dabei um eine Mischform zwischen endogenem SUMO-1 und GST-

SUMO-1 handelt.

7) Markierung mit polyklonalem Anti-RanGAP1 (Ziege) als interne Kontrolle. Sowohl die
modifizierte, als auch die unmaodifizierte Form kann detektiert werden, sowie eine Di-
Maodifikation.



3. Ergebnisse 50

3.1.4. Charakterisierung des putativen SUMO-Targets UP:
ein bisher unbekanntes WD-40-Doméanen Protein

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

1 ' ' ' . M ' ' . |
UP ATGGGATCGCGGAACAGCAGCAGTGCAGGATCCGGGTCCGGAGACCCCTCCGAGGGCTTGCCCCGARGAGGGGCTGGCCTGCGTCGGAGTGAGGARGAGGARGARGAGGA
111 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

I + + + + + + + + + + I
UP  TGARGATGTGGATCTGGCCCAGGTACTGGCCTATCTCCTCCGCAGAGGCCAAGTGAGGT TGGTGCAGGGAGGAGGTGCAGCARATTTACARTTCATTCAGGCCCTCTTGG
221 230 240 250 260 270 280 230 300 310 320 330

I + + + + + + + + + + l
UP  ACTCAGAGGAAGAGAATGACAGAGCTTGGGATGGTCGTCTTGGGGATCGATACARCCCACCTGTGGATGCTACCCCTGACACCCGGGAGCTGGARTTCARTGAGATCARG
3 340 350 360 370 380 390 400 q10 420 430 440

| + + + + + + + + + + 1
UP  ACACARGTGGAACTGGCCACAGGGCAGCTGGGGLTTRGGCGGGCCGCCCAGARGCACAGCTTTCCTCGARTGTTGCACCAGAGAGARCGGGGCCTCTGCCATCGGGGARG
441 450 460 470 480 430 500 510 520 530 540 550
] I
UP CTTCTCCCTTGGAGARCAGTCTCGAGTGATATCTCACTTCTTGCCCARTGATCTGGGCTTCACTGATAGCTACTCTCAGARGGCTTTCTGTGGCATCTACAGCARAGATG
551 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660

I + + + + + + + + + + I
UP GTCARATATTCATGTCTGCTTGCCAAGACCAGACARTCCGACTCTATGACTGCCGATATGGCCGTTTCCATAAAT TCARGAGCATCARGGCCCGCGACGTAGGC TGGAGT
661 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770

I + + + + + + + + I
UP  GICTTGGATGTGGCCTTCACCCCTGATGGGARCCACTTCCTCTACTCTAGCTGGTCTGATTACATTCATATCTGCARTATCTATGGTGAGGGAGATACACACACTGCCCT
7 780 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880

| |
UP GGATCTCAGGCCAGATGAGCGTCGCTTTGRCTGTCTTCTCCATTGCTGTCTCCTCAGATGGACGAGARGTACTAGGAGGGGCCARTGATGGCTGCCTGTATGTCTTTGACE
881 830 900 910 920 930 940 950 960 970 980 980

] I
UP GAGAARCAGAACCGGCGCACCCTTCAGATTGAGTCCCATGAGGATGATGTGAATGCAGTGGCCTTTGCTGATATAAGCTCCCARATCCTGTTCTCTGGGGGAGATGATGCC
991 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
| I

UP ATCTGCAARGTGTGGGATCGACGCACCATGCGGGAGGATGACCCCARGCCTGTGGGTGCACTGGCTGGACACCAGGATGGCATCACCTTCATTGACAGCARGGGTGATGE
1101 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210

| + + I
UP  CCGGTATCTGATCTCCARCTCTARAGACCAGACCATCARACTCTGGGATATCCGACGCTTTTCCAGCCGGGARGGCATGGARGCTTCACGCCAGGCTGCCACACAGCARA
1211 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320

] I

UP ACTGGGACTATCGGTGGCAGCAAGTGCCCARARAAGCCTGGCGGARGCTGAAGC TCCCAGGGGACAGCTCCTTGATGACCTACCGGGGCCACGGAGTGCTGCACACCCTC
1321 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 + + + +

I |

UP ATCCGCTGCCGGTTCTCCCCCATTCATAGCACTGGCCAGCAGTTCATCTACAGTGGCTGCTCCACTGGCARAGTGGTTGTGTACGACCTTCTARGTGGCCACATTGTGAA
1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 154?
I + +

UP  GAAGCT EIIEI:HFI:CIICIIHGI:“IIETGTGCI:?TGHCEICHEi TEGEHECCC%T TEHHEFIEHI'IERTT ETI.‘,Flil.:ZIIEI TCGTGGI‘EHCEEEFHCC%GCETCTGTGEC AGTACCGCC
1541 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1647
| + |

UP  RAAGGCTGGAGTACTTCCGAGGATGACATGCCAGAATCTGAGGAATGTGCCAGCGCCCCTGCCCCAGTCCGCCCCARTCCTCTACACCCTTTTCCTCACCCCAGGTAG

1 MGSRNSSSAG SGSGDPSEGL PRRGAGLRRS EEEEEEDEDV DLAQVLAYLL RRGQVRLVQG
61 GGAANLQFIQ ALLDSEEEND RAWDGRLGDR YNPPVDATPD TRELEFNEIK TQVELATGQL
121 GLRRAARQKHS FPRMLHQRER GLCHRGSFSL GEQSRVISHF LPNDLGFTDS YSQKAFCGIY
181 SKDGQIFMSA CQDQTIRLYD CRYGRFHKFK SIKARDVGWS VLDVAFTPDG NHFLYSSWSD
241 YIHICNIYGE GDTHTALDLR PDERRFAVFS IAVSSDGREV LGGANDGCLY VFDREQNRRT
301 LQIESHEDDV NAVAFADISS QILFSGGDDA ICKVWDRRTM REDDPKPVGA LAGHQDGITF
361 IDSKGDARYL ISNSKDQTIK LWDIRRFSSR EGMEASRQAA TQONWDYRWQ QVPKKAWRKL
421 KLPGDSSLMT YRGHGVLHTL IRCRFSPIHS TGQQFIYSGC STGKVVVYDL LSGHIVKKLT
481 NHKACVRDVS WHPFEEKIVS SSWDGNLRLW QYRQGWSTSE DDMPESEECA SAPAPVRPNP
541 LHPFPHPR

pI/Mw: 6.16 / 61962.00

Abbildung 3. 6 Sequenz von UP (,unknown Protein®)
(A) DNA Sequenz von UP (GIl:12006042)
(B) Protein Sequenz von UP (AF267858.1)

BLAST-Suche (http://www.elm.eu.org) nach bekannten Domanen ergab, dal UP
sieben ,WD-40 repeats“enthalt (siehe Abbildung 3.7 A und B). WD-Doménen sind
minimal konservierte Doménen, die zwischen 40-60 Aminosduren enthalten. Sie

werden initiiert durch ein N-Terminales Glycin-Histidin Dipeptid (GH) und enden
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mit Tryptophan-Aspartat (WD). WD-40 Proteine finden sich in allen Eukaryoten,
und fuhren verschiedenste essentielle Funktionen aus. Diese Proteine bilden eine
Propeller-Struktur aus, die wahrscheinlich als stabile Plattform zur Komplex-

Bildung mit anderen Proteinen dient (Tyers und Willems, 1999).
A

1 10 20 30 40 50 60 70 B0 90 100 110
I |
HGSRNS5SAGSGSGDPSEGLPRRGAGLRRSEEEEEEDEDVDLAQVLAYLLRRGOYRLYQGGGAANLOF IOALLDSEEENDRAKDGRLGDRYNPPYDATPDTRELEFNETIK

111 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

l + + + + + + + + I
TOQVELATGOLGLRRAAQKHSFPRAILHORERGLCHRGSFSLGEQSRYISHFLPNDLGF TDSYSOKAFCGIYSKDGOIFNSACQDATIRLYDCRYGRFHKFKSIKARDVGHS

221 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330

N DT PR o T TR YOS T T DL AP DERR V& LTS SOGHEYLaCOCL YVF DT L A E Sy a0 TSS0TL F500008
LKLP

3B 340 350 360 370 380 390 400 410 424 430 440

I 1
ICKYHDRRTHREDDPKPYGALAGHODG ITFI[ISKGDﬂR'I"LISNSl<I]llTII<UlI]IRRFSSREEHEIISRl]Hﬂ"{IIIEIIﬂDYRHQﬂ‘JPKKHHRi:&DSSLHTY— ==RGHGYL

441 450 460 470 480 430 500 510 520 530 540 550
I + + + + + + + + + + |
HTLIRCRFSPIHSTGROFIYSGLSTGKYYVYDLLSGHIYKKL THHKACYRDYSHHPFEEKIVSSSHDGHLRLHOYRAGHSTSEDDHPESEECASAPAPYRPNPLHPFPHP

551 560 565

B et ST |

B 1 108 200 300 400 S0 S48
L L L 1 L |

Abbildung 3.7: Lokalisation der WD-40 Doménen und der SUMO-Konsensussequenz in UP
nach (ttp://www.elm.eu.org)

(A) Markierung der WD-40 Doménen durch rote Unterlegung. Die SUMO-
Konsensussequenz ist durch einen Pfeil markiert.
(B) Schematische Darstellung der WD-40 Doménen.

Desweiteren wurde eine SUMO-Konsensus-Sequenz gefunden
(http://www.elm.eu.org) mit der Sequenz LKLP an Position 420-423 (siehe

Abbildung 3.7 A). Weitere BLAST-Suchen in verschiedenen Protein-Datenbanken
(SWISS-PROT/TrEMBL) ergaben, dal3 UP eine Homologie zu den F-box Proteinen
pof3 und pofll aus der Spalthefel{izosaccharomyces pombe) aufweist. Viele F-

box Proteine enthalten WD-Domanen. Diese Klasse von F-box Proteinen wird als
FBXW-Proteine bezeichnet, d.h., sie enthalten sowohl eine F-box, als auch WD-
Domanen (Kipreos & Pagano, 2000).
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3.1.4.1. Erzeugung eines polyklonalen UP-Antikdrpers
&
S & &%
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Abbildung 3.8: Detektion von endogenem UP in HeLa-Zellen

Adhérente HelLa Zellen wurden in der Zellkultur-Schale einmal mit PBS gewaschen und dann sofort
in heiBem 2xLammli Puffer abgeschabt und 10 min gekocht. Vor Auftrag auf das 8% SDS-Gel
wurden die Zellen sonifziert und abzentrifugiert. Der Antikdrper erkennt eine deutliche Bande bei der
erwarteten Grof3e von 60kDa. Bei einer Verdunnung von 1:250 werden zusétzlich kleinere Banden
detektiert, die Spalt- oder Degradationsprodukte darstellen dirften. Die Bande, die Gber knapp Uber
UP lauft, ist ein Artefakt, da sie auch durch das Praimmun-Serum detektiert wird.

Fur weitere Studien wurde UP mittels PCR aus einer HeLa-cDNA Bibliothek
herausamplifiziert und in den prokaryotischen Expressionsvektor pGEX-6P1 kloniert
und als GST-Fusionsprotein exprimiert. Die native Aufreinigung erfolgte Uber
Gluthation-Sepharose und anschlieRend Uber eine Gelfiltrationsséaule (Sephadex
200). Mit dem aufgereinigten Protein wurde laut Protokoll ein Kaninchen
immunisiert und das resultierende Antiserum gegen GST-UP affinitats-gereinigt
(siehe Abbildung 3.8).
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3.1.4.2. Keine SUMOylierung von UP imin vitro-
Modifikations Verfahren

AT+ - K

Anti-UP

Abbildung 3.9: Keine SUMOylierung von UP imin vitro-Modifikations Verfahren

600ng GST-UP wurden mit 57ng E1, 250ng E2, 600ng SUMIO4] sowie 3mM ATP inkubiert
(30°C, 30min). Nach Abstoppen der Reaktion mit 50% (v/v) 2x SDS-Laemmli, wurden die Proben
auf ein 8% SDS-Gel aufgetragen und mittels Immunoblot mit Anti-UP Antikdrper analysiert. Es kann
keine Bande festgestellt werden, die auf SUMOylierung hinweist.

Rekombinant aufgereinigtes GST-UP wurde mit E1, E2, SUMO4l sowie ATP
inkubiert und anschlielend mittels Immunoblot mit Anti-UP Antikoérper auf
SUMOylierung hin getestet. Es konnte keine SUMOylierung des Proteins festgestellt
werden (siehe Abbildung 3.9).

3.1.4.3. UP wird unmodifiziert herausgezogen

Der ,pull down* wurde wiederholt und ein Teil mittels Immunoblot mit Anti-UP
analysiert. UP wird tatsachlich nur als 60kDa Form herausgezogen. Eine hdher
laufende modifizierte Form kann nicht detektiert werden (siehe Abbildung 3.10).
Seine Bindung kann entweder direkt Gber eine Interaktion mit SUMO resultieren,

oder es ist Bestandteil eines Komplexes, der teilweise SUMOyliert wird.
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- UP

Abbildung 3.10: Immunoblot des ,pull downs" mit polyklonalem Anti-UP

Da Anti-UP gegen GST-UP erzeugt und aufgereinigt wurde, wurde er 30min bei Raumtemperatur mit
250ug rekombinantem GST vorinkubiert, danach wurde diese Mischung auf den Immunoblot
gegeben und wie gewohnt inkubiert. Es wird nur die 60kDa Form von UP detektiert.

3.1.4.4. Keine direkte Interaktion von UP und SUM®BVvitro

Um zu testen, ob UP an SUMO-1 oder Ubc9 bindet, wurde es mit SUMO-1 und
Ubc9 inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden die Proben auf ein Gel
aufgetragen. Die Coomassie-Farbung zeigt, dal UP weder direkt an SUMO-1, noch
an Ubc9 bindet (siehe Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: In-vitro Interaktionstest zwischen UP / SUMO-1 und Ubc9

3ug GST-UP wurden an GSH-Sepharose gebunden und miigeS®IMO-1 und Ubc9 in PBS
inkubiert (V=2ml, 1h, RT). Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurde die Probe auf ein 15% SDS-
Gel geladen. Als Kontrollen dienten der Input von SUMO-1 und Ubc9. Weder SUMO-1 noch Ubc9
binden in diesem Test an UP.

3.1.4.5. Mitochondriale Lokalisation von UP

Eine Immunofluoreszenz-Markierung von endogenem UP mit Anti-UP zeigte neben
einer Markierung im Kern eine Markierung von spezifischen Strukturen im
Zytoplasma. Dies war sowohl in HelLa, als auch in anderen Zelllinien zu beobachten.
Um letzendlich zu ermitteln, mit welchem Zellorganell UP lokalsiert ist, wurden
HS68-Zellen benutzt, da sie dank ihrer Grol3e eine schone Morphologie besitzen.
Endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat, Mitochondrien und Lysosomen
wurden mit speziellen Markern, oder mit spezifischen AntikGrpern gegen ein

internes
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Organellen endogenes UP

ER: Concavalin A Anti-UP Uberlagerung+HOECHST

Golgi: Anti-GM130 Anti-UP Uberlagerung+HOECHST

Lysosome: Lysosom-Tracker Anti-UP Uberlagerung+HOECHST

Mitochondria: Mitochondria-Tracker Anti-UP Oberlagerung+HOECHST

Abbildung 3.12 : Mitochondrale Lokalisation von UP

HS68 wurden laut Protokoll mit den verschiedenen Organellen Trackern behandelt und mit Anti-UP
markiert (Sekundéar Antikorper: Cy3). Der Golgi Apparat wurde mit einem Antikdrper gegen ein
Golgi-spezifisches Protein (GM130, sekundarer Antikdrper Cy2) markiert. UP zeigt eine deutliche
Uberlagerung mit dem Signal des Mitochondrien-Trackers.

Protein (Golgi: Anti-GM130) markiert. Dieses Signal wurde verglichen mit dem des
endogenem UPs, markiert mit Anti-UP (siehe Abbildung 3.12). Deutlich ist zu
sehen, das UP spezifisch mit den Mitochondrien lokalisiert ist, und keinerlei
Uberlappung mit den anderen Organellen zeigt (siehe Abbildung 3.12). Um dies
auch biochemisch zu zeigen, wurden Zellfraktionierungen mit HelLa-Zellen
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durchgefuhrt, bei der zum Einen Mitochondrien prapariert wurden, und zum anderen
nach hypotonischem Schwellen ein nuklearer Salz-Extrakt hergestellt wurde.

Fur die Nukleare Salz-Extraktion (siehe Abbildung 3.13 A) wurden HelLa-Zellen in
Einfrierpuffer resuspendiert und zum Aufbrechen in flissigem Stickstoff
schockgefroren. danach wurden sie auf Eis langsam wieder aufgetaut. Nach
Abzentrifugation (1400g, 10min, 4°C) wurde der Uberstand abgenommen
(Uberstand 1) und das Pellet mit PBS/MgRuffer gewasschen. Danach wurde das
Pellet in Hypotonischem Puffer resuspendiert und mit dem Douncer homogenisiert.
Nach Abzentrifugation (3000g, 8min, 4°C) wird Uberstand 2 abgenommen und
nochmals mit Hypotonischem Puffer gewasschen. Um die Kerne im Pellet
aufzubrechen wird das Pellet in Hochsalzpuffer resuspendiert. Nach dem
Zentrifugationsschritt (100 000g, 60 min, 4°C) erhalt man den Uberstand (Nuklearer
Zell Extrakt) und das finale Pellet. Zur weiteren Analyse wurden die erhaltenen
Proben auf ein SDS-PAGE aufgetragen und mittels Anti-UP und Anti RCC1-
Antikorper analysiert. Das Kernprotein RCC1 dient dabei als Kontrolle. Wéahrend
das l6sliche Kernprotein (nicht Membran-assoziiert) RCC1 nur im Nuklearer Zell
Extrakt zu finden ist, ist UP sowohl in den Uberstanden,als, auch im finalen Pellet zu
finden. Das deutet darauf hin, das ein Teil von UP |6slich in der Zelle vorliegt und
ein anderer Teil Struktur-assoziiert ist. Ein kleiner Teil von UP isst ebenfalls in der
Nuklearen Zell Extrakt-Fraktion zu detektieren, was durch die Immunofluoreszenz-
Daten unterstitzt wird.

Die Mitochondrien-Isolierung erfolgte nach Gawaz et al., 1990. Die HelLa-Zellen
wurden in PBS von der Platte geschabt und in ein Eppendorf-Gefal3 tberfihrt. Nach
Zentrifugation (900g, 3min, 4°C) wurden die Zellen in 5Vol. Mito I-Puffer
resuspendiert und anschlieRend im Douncer homogenisiert. Nach 15 mindtiger
Inkubation auf Eis
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A Kern Priparation

1:Zellen total
" 2:Uberstand 1
———— . - 3: Uberstand 2
- - c 4: Nuklearer Salz Extrakt
— 5: finales Pellet
Anti-UP Anti-Recc
B Mitochondrien Préparation
1 2 3 4 1 2 3 4
g 1:Zellen total
T a— i i 2:Uberstand 1
. 3: Uberstand 2: mitochondriale Proteine
4 Pellet
c— e
Anti-UP Anti-Tim23

Abbildung 3.13 Fraktionierungen von HelLa Zellen

(A) In einer Kern-Praparation wurden die Zellen wie oben beschrieben behandelt. UP liegt teilweise
I8slich im Zytoplasma und teilweise assoziiert an Struktiren vor. Ein geringer Teil bfindet sich
im Kern.

(B) Mitochondriale Fraktionierung von HelLa-Zellen. UP liegt in der gleichen Fraktion wie Tim-23,
ein mitochondriales Protein vor.

wurde die Probe abzentrifugiert (1000g, 10 min, 4°C). Der Uberstand der die
Mitochondrien enthalt wurde dann bei 9700g fur 10min zentrifugiert, um sie zu
pelletieren. Dieses Pellet wurde in Mito Il-Puffer aufgenommen und 5 min auf Eis
inkubiert. Die Probe wurde zentrifugiert (1000 g, 10min) und der Uberstand mit den
mitochondrien abgenommen. Dieser wurde dann bei 9700 g fir 10min zentrifugiert.
Das Pellet enthalt die Mitochondrien, wahrend der Uberstand davon frei ist
(Uberstand 1). Zum Aufbrechen der Mitochondrien wurde das Pellet 3 x
schockgefroren und aufgetaut und anschlieenduin18% TritonX-100 Puffer
resuspendiert. Nach Abzentrifugation erhélt man die l6slichen mitochondrialen
Proteine im Uberstand (Uberstand 2) und die Membranfragmente, sowie die
unléslichen Komponenten im Pellet. Als Kontrolle diente Tim-23, ein
mitochondriales Protein. UP wird wie Tim-23 in der Fraktionen der mitochondrialen

Proteine detektiert.
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3.2. ldentifikation neuer SUMO-Substrate durch ein
Filter-Modifikations-Verfahren

Proteine sind in einemnin-vitro-Modifikations Verfahren* mit SUMO modifizierbar.
Dabei werden die rekombinant exprimierten und aufgereinigten Modifikations-
Enzyme E1, E2, sowie SUMQAC4 mit dem zu modifizierenden Protein unter
Zugabe von ATP in einem physiologischen Puffer (meist PBS) inkubiert. Die
Modifikation kann anschlie3end Uber einen Immunoblot mit den passenden
Antikdrpern nachgewiesen werden. Diese Methode ist aber nicht effizient genug
zum ,Screenen” einer Expressionsbibliothek, da dazu die rekombinanten Proteine
aufgereinigt vorliegen muften, was bei der groRen Klon-Anzahl einer
reprasentativen Bibliothek unpraktikabel ist. In diesem neuen Verfahren wird gezielt
eine cDNA (copy DNA) Expressionsbibliothek nach SUMOylierbaren Proteinen
abgesucht. Das Prinzip des Verfahrens ist in Abbildung 3.14 dargestellt. Die
Expressionsbiobliothek liegt dabei aufgespottet auf einer PVDF-Membran vor, auf
der die Proteine induziert und exprimiert werden. Durch Lyse der Bakterien auf der
Membran werden die Kolonien aufgebrochen und die Proteine freigesetzt. Diese auf
der Membran gebundenen Proteine kdnnen mit Enzymen und SUMO-1 inkubiert
werden und die SUMOylierung kann durch Detektion auf SUMO nachgewiesen
werden. Dadurch ist es moglich die 33 000 Klone gleichzeitig unter den selben
Bedingungen mit dem Modifikationsmix zu inkubieren. Ein weiterer Vorteil besteht
darin, daf’ die Menge der Proteine auf dem Filter unabhangig ist von der endogenen
Proteinmenge. Dadurch kdnnen auch seltene SUMO-Substrate identifiziert werden.
Durch die gezielte Suche nach SUMOylierten Formen unter diesen cDNA-Klonen,
die einen reprasentativen Querschnitt durch die zelleigenen Proteine darstellen,
kbnnen neue SUMO-Substrate identifiziert und Hinweise gesammelt werden, in
welchen Zellprozessen SUMOylierung (neben den bereits identifizierten wie z.B.
Transkriptionalen Regulierung), noch eine Rolle spielt. Zur Detektion der auf dem
Filter SUMOylierten Proteine wurde das Biotin/Streptavidin—Verfahren gewahlt.
Dazu mul3te zunéchst Biotinyliertes SUMQE4 hergestellt werden.
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Detektion mit HRP-Streptavidin ¢

Identifikation des Klons
anhand der X/Y-Koordinaten

Abbildung 3.14: SUMO-Modifikation einer Protein Expressionsbibliothek auf einer PVDF-
Membran

Der Filter wurde nach Blocken mit 5% Milchpulver in PBS/0,05%Tween mit dem Modifikationsmix,
(biotinyliertem SUMO-NC4, E1, E2 und ATP in PBS/0,05%Tween) fir 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach intensivem Waschen mit PBS/0,2%Tween wurden die Filter mit
HRP-Stretavidin inkubiert und nach wiederholten Waschen wurden die Signale mittels ECL auf einer
Membran sichtbar gemacht. Die Klone konnten anschlieBemd anhand der X/Y-Koordinaten
identifiziert werden.

3.2.1. Erzeugung von Biotinyliertem SUMO

Zum Zweck auch kleinste SUMO-Mengen nachweisen zu kdnnen, wurde das in
E.coli exprimierte und aufgereinigte SUMO-Protein mit einem Biotin-Crosslinker
verknupft. Die Detektion erfolgt dann mittels ,Horse-Radish Peroxidase“
markiertem Streptavidin (HRP-Streptavidin). Dieses besitzt eine extrem hohe
Affinitat zu Biotin und ist kauflich erwerbbar. Der verwendete Crosslinker (EZ-
Link™ Biotin HPDP, PIERCE) bildet eine Disulfidbriicke mit einem Cystein im zu
koppelnden Protein (siehe Abb.4.15B). SUMO-1 enthalt nur ein Cystein in Position
52 (siehe Abbildung 4.15A), welches sich aber nicht effizient mit dem Crosslinker
koppeln lie3. Daher wurde eine Mutante von SUMAE:Z in pET11a erzeugt, bei

der im N-Terminus mittels PCR das Serin an Position 9 durch ein Cystein ersetzt

wurde. Der flexible N-Terminus bot sich fur den Austausch an, da er fur die
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Abbildung 3.15: Lage des eingefuhrten Cyteins in der Struktur von SUMO-1 zur

Biotinylierung

(A) Erzeugung einer SUMO-Mutante zum Crosslinken mit Biotin Uber ein Cystein. Mittels PCR
wurde das Serin an Position 9 (gekennzeichnet in gelb) durch ein Cystein ersetzt. Das Cystein an
Position 52 (gekennzeichnet in blau) liegt fir die Markierung durch den Linker unginstig in
einer Art Mulde. N-Terminus und C-Termius sind jeweils durch N bzw. C markiert.

(B) Darstellung der chemischen Reaktion zur Biotinylierung eines Proteins mittels EZ2Link
Biotin-HPDP (PIERCE, Rockford, USA)
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Abbildung 3.16: Test der Crosslink-Effizienz

2ug biotinyliertes SUMO-AC4 wurden mit 10l Streptavidin-Beads (PIERCE) in PBS inkubiert
(30min, RT). Danach wurden die Beads mit PBS gewaschen, in 2xLaemmli-SDS augkekocht und auf
ein 15% SDS-Gel aufgetragen. Die Coomassie-Farbung zeigt, da fast der komplette Imput an die
Beads gebunden hat. Die durch einen roten Stern markierte Bande entsteht beim Kochen der
Streptavidin-Sepharose in Laemmli-Probenpuffer.

Modifikation keine Rolle zu spielen scheint. Eine komplette Deletion des N-
Terminus hat keinen Effekt auf die Modifikations-Effizienz (Doktorarbeit Marion
Schergaut). Das Protein wurde rekombinantBrmrcoli exprimiert und tber
lonenaustauscher und Gelfiltrationssaule (Sepadex200) aufgereinigt. Danach wurde
es laut Protokoll (PIERCE) mit dem Cross-Linker inkubiert. Anschlie3end wurde der
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freie Crosslinker Uber eine Gelfiltratiossaule (Sepadex200) von dem markierten
Protein abgetrennt. Die Crosslink-Effizienz wurde durch das Binden des Proteins an
Streptavidin-Beads (PIERCE) Uberprift (siehe Abbildung 3.16).

3.2.2. Vorversuch: SUMOylierung eines immobilsierten

Proteins

Als Vorversuch diente rekombinantes aufgereinigtes RanGAP1 und seine
SUMOylierungs-defiziente Mutante RanGAP1K526R, sowie BSA. 250ng dieser
Proteine sowie Oy BSA wurden auf eine PVDF-Membran getropft und
anschlielend mit dem Modifikationsmix, bestehend aus E1, E2, biotinyliertem
SUMO-1AC4 und ATP, inkubiert. Nach stringendem Waschen wurde die Membran
mit HRP-Streptavidin inkubiert und modifiziertes RanGAP1 durch
Chemilumineszenz sichtbar gemacht. Es konnte ein deutliches Signal fur RanGAP1,
aber nicht fur die Mutante, oder BSA festgestellt werden. (Siehe Abb.3.17). Eine
Bindung von SUMO-1 an RanGAP1 ist auszuschlieen, da mehrmals und stringend
gewaschen wurde. AufRerdem bindet RanGAP1 nicht stabil an SUMO-1 (AG
Melchior unpublizierte Daten). Somit kann das Signal nur von einer SUMOylierung
von RanGAP1 stammen.

RanGAP  K526R

BSA S

HRP-Streptavidin

Abbildung 3.17: Modifikation von Proteinen, immobilisiert auf einer PVDF-Membran.

Jeweils250ng rekombinantes RanGAP1 und RanGAP1K526R, sowie 500ng BSA wurden auf PVDF
aufgespottet und nach Blocken mit 5% Milch in PBS / 0,2% Tween mit rekombinantem E1 (300ng),
E2 (200ng) und biotinylierte®3UMO-1AC4 (600ng) mit 5mM ATP fiur 1,5 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen mit PBS/0.2%Tween20 wurde biotinyliertes SABAO-1

mit HRP-Streptavidin detektiert und mittels ECL auf einem Film sichtbar gemacht.
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3.2.3. Analyse einer humanen cDNA Bank mit dem Filter

Modifikations Verfahren

Die vorgetesteten Bedingungen wurden an einem Proteinfilter des Deutschen
Ressourcenzentrums fur Genomforschung GmbH (RZPD, Berlin) wiederholt. Auf
zwei Filtern sind ca. 33000 Klone einer cDNA-Expressionsbibliothek aus humanem
fotalem Gehirn als Doppelspots in einem festgelegten Muster aufgebracht. Dies
erleichtert die spatere ldentifizierung der Ursprungsklone anhand der X/Y-
Koordinaten. Die cDNA-,Inserts* befinden sich in dem prokaryotischen
Expressionsvektor pQE30NST (QIAGEN, Hilden) und werden im Bakterienstamm
E.coli SCS 1 als Hexahistidin-Fusionsproteine direkt auf der Membran induziert und
exprimiert. Nach Erhalt der Filter werden die Bakterienkolonien mittels eines
speziellen Protokolls (RZPD) lysiert und auf den Filtern verbleiben die Proteine.
Diese Filter wurden mit dem oben genannten Modifikationsmix inkubiert und die
positiven Klone mit HRP-Stretavidin detektiert (siehe Abb.3.18). Anschlie3end
wurden die Koordinaten der ca. 110 positiven Signale bestimmt und so bestimmten

Klonen zugeordnet (Anleitung sielagvw.rzpd.de)

Abbildung 3.18 Ausschnitt aus dem Streptavidin-Blot des inkubierten Filters

Der Filter wurde wie oben beschrieben inkubiert und die SUMOylierten Proteine wurden

anschlieBend mit HRP-Streptavidin detektiert. Die Klone wurden in Doppel-Spots um einen
Mittelpunkt aufgetragen (markiert mit gelbem Pfeil). Positive Klone erscheinen als Doppel-Spots und
sind mit roten Pfeilen markiert.

3.2.4. Identifizierung der gefundenen Klone

Da die Identitat der Proteine, die diese Klone reprasentieren, nicht bekannt ist,
wurden 96 dieser Klone sequenziert und mittels BLAST-Suche (SWISS-
PROT/TrEMBL) identifiziert. Dies erfolgte im Rahmen einer Kollaboration durch
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Phillip Argenent und Dolores Cahill (MPI fir Genetik, Berlin). Die erhaltenen

Proteine wurden in Tabelle 3.1 zusammengefalit.

Tabelle 3.1 Liste der sequenzierten und zugeordneten Klone

Klon Protein Funktion

Al adducin 1 (alpha) (ADD1), Membranskelett Protein: fordert wahrscheinlich
transcript variant 2 Zusammenbau des Spektrin-Aktin Netzwerkes

in Erythrocyten

Bl vesicle amine transport protein 1 haufiges integrales Membran Protein Cholinerer
synaptic vesicle membrane protein Synaptischer Vesikel, gehért zur quinone
(VATL) Oxidoreductase Unterfamilie der Zinc.Finger

enthaltenden Alkohol Dehydrogenasen: Vesikel
Transport

C1 «zinc finger protein 238 (ZNF238) Assoziiert mit kondensiertem Chromatin und
stranslin associated zinc finger vermittelt Sequenz spezifische transkriptionale
protein-1 (RD58) Repression

D1 ealpha thalassemia/mental gehort zur SWI/SNF Familie der ,Chromatin
retardation syndrome X-linked remodelling” Proteine, enthélt ATPase/Helicase
(RAD54 homolog, S. cerevisiae) Doméne: vermutete Funktion im Bereich der
sputative DNA dependent ATPase Gen Regulation wahrend Interphase und
and helicase (ATRX), transcript Chromosomen Trennung wahrend der Mitose
variant 1

E1l / /

F1 unconventional myosin IXb Regulierung und Organisation der Aktin-
(MYQO9b) Filamente

G1 myosin light chain 1 slow a ATPase, zelluldres Motor Protein
(MLC1SA)

H1 / /

A2 zinc-finger helicase (hZFH) Beteiligt an DNA / RNA Entwindung

B2 similar to Nuclear autoantigenic Histon-Bindung
sperm protein (histone-binding)

(NASP)

C2 *SPTF-associated factor 65 gamma | Untereinheit des STAGA-Komplexes: Funktion
(STAF65(gamma)) als Ko-Repressor transkrip-tionaler Regulation
sadenocarcinoma antigen und bei der Chromatin Acetylierung
ART1/P17

D2 NGFI-A binding protein 2 (EGR1 Transkriptionaler Ko-Repressor von NGFI-A
binding protein 2 oder NAB2)

E2 *E2F transcription factor 1 (E2F1) Transkriptionsfaktor
 (E2F-1) pRB-binding protein bindet Zell-Zyklus abhangig pRB

(Retinoblastom Protein), kann sowohl Zell-
Proliferation, als auch p53-abhangige/-
unabhangige Apoptosis férdern

F2 stathmin-like 4 (STMN4) Mikrotubuli Regulator

Bestandteil des Kinesin Komplexes
G2 / /
H2 squamous cell carcinoma antigen Beteiligt an Regulation der Proliferation

recognised by T cells (SART1)

rekrutiert tri-snRNP zu den Prd-Spleilosomen
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A3 / /

B3 ataxin 2 related protein (A2LP), Mitglied der Spinocerebellaren Ataxia (SCAS)
transcript variant 1, Familie

interagiert mit der cytoplasmatischen Doméane
des Rezeptors Mpl

C3 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily Mitglied der DnaJ-Klasse molekularer
C member 8 Chaperone mit C-terminaler Zink Finger

Doméne

D3 surfeit 6 (SURF6) Kern-Matrix bindendes Protein mit DNA

bindenden Eigenschaften

E3 chromosome 20 open reading /
frame 43 (C200rf43)

F3 «zinc finger protein 238 (ZNF238) siehe C1
stranslin associated zinc finger
protein-1 (RD58)

G3 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily siehe C3
C, member 8 (DNAJCS),

H3 chromosome 11, clone RP11- /
193F22

A4 TRAF family member-associated Mitglied der Tumor Nekrosis Rezeptor-

NFkB activator (TANK) assoziierter Faktor Familie, assoziiert und
Ubermittelt Signale der Mitglieder der Tumor
Nekrosis Faktor Rezeptor Superfamilie (TRAF)
Vermittelt NFKB Aktivierung

B4 chromosome 14 open reading /
frame 4 (C14orf4)

C4 Similar to hypothetical protein /

FLJ20378

D4 similar to TSG118.1 protein /
(LOC124151)

E4 hypothetical protein DT1P1A10 /
(DT1P1A10)

F4 Similar to RIKEN cDNA /

G4 hypothetical protein MGC11349 /
(MGC11349)

H4 hypothetical protein MGC2491 /
(MGC2491)

A5 ereticulon 4 a (RTN4) Protein des Endoplasmatischen Retikulums
stestis specific reticulon 5 Inhibitoren des Neuriten Wachstums
*Nogo-A protein (Nogo gene)

B5 myelin transcription factor 1 (MYT1) | Mitglieg der Faimlie neuraler spezifischer , Zink-

finger enthaltender, DNA-bindenden Proteine
Transkriptionale Regulierung von Proteolipid
Proteine

C5 «zinc finger protein 238 (ZNF238) siehe C1
stranslin associated zinc finger
protein-1 (RD58)

D5 heterogeneous nuclear RNA-Transport und Prozessierung
ribonucleoprotein F (HhRNPF)

E5 microtubule-associated protein tau Tubulin Bindung
(MAPT)

F5 calcium-response factor CaRF Transkriptions Faktor

aktiviert Transkription von BDNF (brain derived
neurotropic factor), Aktivitat Ca®" reguliert
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G5 *poly-U binding splicing factor Splicing Faktor
PUF60 (PUF60)
*FBP-interacting repressor (FIR)
fuse-binding protein-interacting
repressor (SIAHBP1)
HS5 KIAA0824 /
A6 cytochrome P450, 51 (lanosterol Mitglied der Cytochrom P450 Enzym-
14-alpha-demethylase) (CYP51) Superfamilie
Endoplasmatische Monooxygenases
B6 chromosome 20 open reading /
frame 43 (C200rf43),
HSPC169
C6 *IRS-1 PH domain binding protein Insulin Rezeptor Substrat-1 (IRS-1), Haupt-
PHIP (pleckstrin homology domain Substrat der Insulin Rezeptor Kinase
interacting protein)
*WD repeat domain 11 protein
(WDR11 gene)
D6 heterogeneous nuclear siehe D5
ribonucleoprotein F (HhRNPF)
E6 CSF-1 receptor (FMS) Tyrosin Kinase Rezeptor fir CSF-1 (colony-
stimulating factor)
F6 *Xq28 of high-mobility group
protein 17 retropseudogene
(psHMG17),
*melanoma antigen family Al
(MAGEA1)
*Zinc finger protein 275 (ZNF275)
G6 clone RP11-380J17 on /
chromosome 10
antigen identified by monoclonal
antibody Ki-67 (MKI67),
H6 RUN and FYVE domain-containing | endosomales Protein
1 RUFY1 (RUFY1) Substrat der Etk Tyrosin Kinase
A7 NGFI-A binding protein 2 (ERG1 siehe D2
binding protein 2 oder NAB2)
B7 chromosome 18, clone RP11-9E17 |/
C7 KIAA0773 gene product /
(KIAAO773)
D7 / /
E7 aldehyde dehydrogenase 1 family mitochondrialer Acetaldehyde Metabolismus
member B1 (ALDH1B1),
aldehyde dehydrogenase 5
F7 DKFZp434K1421 /
G7 +scaffold attachment factor B *DNA-bindendes Protein mit hoher Spezifitat fir
(SAFB) Scaffold oder Matrix verankernde DNA
*Hsp27 ERE-TATA-binding protein Elemente (S/MAR DNA)
(HET) dient wahrscheinllich als moleculare Basis fur
den Zusammenbau des , Transkriptosom
Komplexes*
*Regulation der hsp27 Transkription
H7 SPTF-associated factor 65 gamma | siehe C2

(STAF65(gamma))
adenocarcinoma antigen ART1/P17
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A8 truncated calcium binding protein
(LOC51149)
B8 tubulin, alpha 3 (TUBA3) Mikrotubuli Protein
hum-a-tubl alpha-tubulin
Cc8 Smad nuclear interacting protein interagiert mit Smad1 und Smad2
(SNIP1) inhibiert den NFkB Signalweg durch Kopetition
seiner Bindung zur C/H1 Doméane von
CBP/p300
D8 microtubule-associated protein tau siehe E5
(MAPT)
E8 KIAA1183 protein /
F8 / /
G8 creatine kinase B katalysiert die reversible Phoshorylierung von
Kreatin mit ATP
lokalisiert an der Membran des tubuvesikularen
Systems
H8 SPTF-associated factor 65 gamma | Siehe C2
(STAF65(gamma)),
adenocarcinoma antigen ART1/P17
A9 «zinc finger protein 238 (ZNF238) siehe C1
stranslin associated zinc finger
protein-1 (RD58)
B9 sphingolipid activator protein 1 und SAP1: transmembrane Protein-Tyrosin
2 (SAP1 und 2) Phosphatase
C9 sphingolipid activator protein 1 und | siehe B9
2 (SAP1 und 2)
D9 Similar to hypothetical protein /
FLJ20378
E9 methyl-CpG binding domain protein | Untereinheit des groRen NuRD-Komplexes, der
3 (MBD3), Nucleosome Umbildungs und Histon
Deacetylierungs Aktivitat besitzt.
F9 myosin light chain 1 slow a siehe G1
(MLC1SA)
G9 serologically defined colon cancer Human colon cancer antigen
antigen 16 (SDCCFAG16)
H9 +scaffold attachment factor B siehe G7
(SAFB)
*Hsp27 ERE-TATA-binding protein
(HET)
A10 ribosomal protein L15 (RPL15) Komponente der 60S ribosomalen Untereinheit
(cytoplasmatisch)
B10 sislet cell autoantigen 1 (69kD) Autoantigen assoziiert mit Insulin abhangiger
(ICA1) Diabetis Melitus
1S4 diabetes mellitus type |
autoantigen (ICAp69)
C10 «zinc finger protein 238 (ZNF238) siehe C1
stranslin associated zinc finger
protein-1 (RD58)
D10 hypothetical protein MGC21688 /
E10 similar to lymphocyte antigen 6
complex, locus G5B; G5b protein
F10 *sperm associated antigen 7 Nuklein Saure bindendes Protein

(SPAG7)
«sperm acrosomal protein
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G10 hypothetical protein MGC21688 /

H10 HMG domain protein HMGX1 enthalt konservierte DNA-bindende Doméne
(HMGX1) bezeichnet als HMG-box (High molecular

binding group), beteiligt an Regulierung von
Transkription und Chromatin Konformation

All RAD51 homolog C Mitglied der RAD51 Familie ,strand-transfer”
Proteine, essentiell zur DNA Reparatur durch
homologe Rekombination

B11 myosin light chain 1 slow a siehe G1
(MLC1SA)

Cl1 RAD51 homolog C siehe A1l

D11 myosin light chain 1 slow a siehe G1
(MLC1SA)

E11 A kinase (PKA) anchor protein 6 bindet an die regulatorische Untereinheit von
(AKAPG) Protein Kinase A (PKA)

spezifische Lokalisation am
Sarkoplasmatischen Retikulum, beteiligt an der
Verankerung von PKA an der nuklearen
Membran des Sarkoplasmatischen Retikulums

F11 ribosomal protein S2 beteiligt an tRNA-Bindung an Ribosom,

beeinflu3t positiv mRNA-Translation

G11 | eSimilar to RIKEN cDNA enthalt SAP DNA-bindende Doméne (siehe B9)
proliferation associated cytokine - CIP29: mogliche Beteiligung an
inducible protein CIP29 transkriptionaler Kontrolle
«HCC-1 (HSPCB16)

H11 zinc-finger helicase (hZFH) siehe A2

Al12 block of proliferation 1 (BOP1) nukleolares Protein, beteiligt an rRNA

Prozessierung und ribosomaler Translation

B12 | clone IMAGE:5286843 unbekannt

Ci12 *Similar to RIKEN siehe G11
proliferation associated «cytokine-
inducible protein CIP29
«HCC-1 (HSPCB16)

D12 catenin (cadherin-associated gehort zum Zell-adhasions-Komplex, nétig fur
protein), alpha 1 (102kD) Zell-Zell-Bindung
(CTNNA1)

E12 elethal giant larvae homolog 1 Teil des Zytoskletallen Netzwerkes und ist
(Drosophila) (LLGL1), assoziiert mit nicht-muskularem Myosinl|
«tumour suppressor protein, HUGL | (,heavy chain®) und einer Kinase, die es

spezifisch an einem Serin phoshoryliert

F12 hypothetical protein MGC10471 /

(MGC10471)
G12 NP220 nuclear protein (NP220) nukleoplasmatisches Protein, das Cytidin-reiche

Sequenzen in doppelstrangiger DNA bindet

H12

/

/
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3.2.5. Expression und Aufreinigung der RZPD-Klone
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Abbildung 3.19: 75 von 96 Klonen konnten exprimiert und die Protein-Fragmente nativ

aufgereinigt werden.

(A) Exemplarisches Gel fir die Aufreinigung: Die Klone wurden als Hexahistidin-Fusionsproteine
exprimiert und aufgereinigt. Die Proteine wurden anschlieBend auf ein 15% SDS-Gel
aufgetragen und Coomassie-geféarbt. Die mit einem roten Stern markierten Proteine B3 und C3
konnten nach Wiederholung der Expression aufgereinigt werden.

(B) Schema der nativ aufgereinigten Proteine. Alle erhaltenen Proteine sind mit einem roten Kreis
markiert. 75 der 96 Klone konnten aufgereinigt werden.

Die als positiv identifizierten Klone (Expressionsstarrooli SCS 1) wurden in
250ml Superbroth bis zu einer @Evon ungefahr 0.8 gezogen und dann bei25
durch Zugabe von 1mM IPTG fur 3,5-4 Stunden exprimiert. Die Hexahistidin-
Fusionsproteine wurden danach laut Standardprotokoll (siehe Abschnitt ) nativ tGber
eine Nickel-Chelat Matrix aufgereinigt. Die Aufreinigung wurde anschlief3end
anhand eines Coomassie-Gels Uberprift und die Protein-Konzentration mittels der
Bradford-Methode nach Angaben des Herstellers bestimmt. Abbildung 3.19A zeigt
exemplarisch ein Coomassie-Gel. Da es sich bei den Proteinen nicht um vollstandige
Proteine, sondern um C-terminale Fragmente handelt, waren nicht alle Proteine
I6slich, sondern lagen zum Teil in so genannten ,Inclusion bodies” vor. Eine
Erniedrigung der Expressions-Temperatur adiClLsonnte einen Teil der bei 30
unlgslichen Proteine in den l6slichen Zustand tberfihren. In Abbildung 4.19B sind

alle Klone markiert, die nativ aufgereinigt werden konnten. 75 der 96 Klone konnten
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auf diese Weise exprimiert und aufgereinigt werden. Auf eine denaturierende
Aufreinigung mittels 6M Harnstoff wurde verzichtet, da Vorversuche zeigten, daf3
Proteine aus Harnstoff nicht so gut modifiziert werden.

3.2.6. Unterscheidung zwischen SUMO-Substraten und
SUMO-bindenden Proteinen

Der primare Screen wurde unter Bedingungen durchgefiihrt, die zur Identifikation
von SUMO-Substraten, aber auch zu stabil mit SUMO interagierenden Proteinen
fuhren kdnnte. Um zu Uberprifen, ob die nativ aufgereinigten Proteine modifizierbar
sind und um zu unterscheiden, ob es sich bei ihnen um SUMO-Substrate oder um
SUMO-bindende Proteine handelt, wurden sie auf 4 Nitrozellulose-Membranen in
identischerAnordnung und Menge gespottEtlter A wurde mit rekombinantem E1,

E2, biotinyliertem SUMO-AC4 und ATP inkubiert ( 15y E1, 1Qug E2, 3319
Biotin-SUMO-1AC4, 4ug Ovalbumin, 10mM ATP in PBS/0,05%Tween, 1,5
Stunden, V=2,5ml, RT). Parallel dazu wufder B mit E1, E2 und biotinyliertem
SUMO-1AC4 ohne ATPFilter C mit E1 und biotinyliertem SUMOAC4 unter
Zugabe von ATP undrilter D nur mit biotinyliertem SUMO-AC4 inkubiert.
WahrendFilter A alle Proteine zeigt, die entweder von SUMO-1 modifiziert werden
oder stabil an SUMO-1 binden, zeiglter B alle Proteine, die an SUMO-1 direkt
binden, oder deren Bindung an SUMO-1 Uber E1 oder E2 in einer ATP
unabhangigen Weise vermittelt werden. Dies ist mdglich, da Ubc9 alleine, oder in
einer Thioesterverbindung mit SUMO-1 vorliegend Substrate bindet und somit eine
Interaktion vermitteln kann. Bé&iilter C geben alle Proteine, die direkt an SUMO-1
binden, oder an den ATP-abhangigen E1-SUMO-1-Komplex binden, ein Signal.
Filter D zeigt alle Proteine, die direkt an SUMO-1 binden (siehe Abbildung 4.20).
Es konnte eindeutig gezeigt werden, dal3 die Signale Enzym- und ATP-abh&ngig sind
(Vergleich Filter A undFilter B). Signale, die auf Interaktion von Substraten mit
SUMO-1 hinweisen (siehgilter B,C,D), wurden durch Modifikation verstéarkt. D.h.

alle Proteine, die SUMO-1 binden kdonnen, werden auch modifiziert. Zwischen den
Filtern B, C undD konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Somit ist die
Bindung dieser Proteine allein von SUMO-1 abh&angig und wird nicht Uber die
Enzyme (E1 oder E2) vermittelt.
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Abbildung 3.20: Inkubation von rekombinanten Hexahistidin-Fusionsproteinen gespottet auf
Nitrozellulose

Filter A wurde mit E1, E2 , biotinyliertem SUMQAT4 unter Zugabe von ATP inkubiert und zeigt
alle Proteine, die entweder SUMO binden, oder mit SUMO-1 modifiziert werden.

Filter B wurde mit den Enzymemnd biotinyliertem SUMO-AC4 ohne ATP inkubiert, um Proteine
zu detektieren, die an SUMO-1 durch Vermittlung der Enzyme binden.

Filter C wurde mit E1 und biotinyliertem SUMOAIC4 unter Zugabe von ATP inkubiert, um
Proteine zu detektieren, die Uber den ATP-abhéangigen E1-SUMO-1-Komplex an SUMO-1, oder E1
binden.

Filter D wurde nur mit biotinyliertem SUMOZAC4 inkubiert, um Proteine zu detektieren, die an
SUMO-1 binden.

Von den 75 aufgereinigten Proteinen konnten 61 Proteine auf dem Filter
SUMOyliert werden. Dies entspricht 81,3% der aufgereinigten Proteine.
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3.2.6.1. Test auf nicht- kovalente Bindung mit SUMO-1
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Abbildung 3.21: Test auf direkte Interaktion von SUMO-1 mit Proteinen

(A) Filter D, der nur mit Biotin-SUMO-AC4 inkubiert wurde (siehe Abbildung 4.17D). Darauf sind
die verschiedenen Proteine markiert, die fur den ,Pull down" verwendet wurden.

(B) 300ng der Hexahistidin-Proteine wurden an Nickel-Sepharose gekoppelt und mit 300ng SUMO-
1AC4 inkubiert. Nach zweimaligem Waschen wurden die Proteine mit 400mM Imidazol eluiert
und auf ein 15%-SDS-Gel aufgetragen. SUMO-1 wurde mit Anti-SUMO-1 markiert. Als
Kontrolle diente Nickel-Sepharose, die mit SUMO-1 inkubiert wurde (markiert mit K). In Spur S
wurde 1/75 des SUMO-Inputs geladen.

Die Ergebnisse im Filter Experiment deuten darauf hin, daf} einige Proteine sehr
stabil an SUMO binden kdnnen. Um die direkte Interaktion von SUMO-1 in Lésung
zu verifizieren, wurde ein ,Pull down* mit den Hexahistidin-Proteinen und
rekombinatem SUMO-AC4 durchgefuhrt. Jeweils 300ng der Proteine wurden eine
halbe Stunde mit 300ng SUMQAC4 und g Ovalbumin bei Raumtemperatur in
PBS vorinkubiert. Danach wurden Nickel-Sepharose und 20mM Imidazol
hinzugegeben und 45min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem

schnellen Waschen mit PBS+20mM Imidazol wurden die Proteine mit 400mM



3. Ergebnisse 73

Imidazol eluiert, mit 2x LAmmli-Puffer versetzt und nach Kochen auf ein 15% SDS-
Gel aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit polyklonalem SUMO-1 AntikGrper
(Ziege) (siehe Abbildung 3.21). Die Datenanalyse zeigt, daf3 die Bindung von

SUMO an die Proteine als nicht signifikant zu erachten ist.

3.2.7. In vitro Modifkation der aufgereinigten Proteine mit
rekombinantem E1, E2, SUMO-AC4 und ATP

Die einzige Methode SUMOylierung tatsachlich nachzuweisen, ist die SDS-PAGE
und anschlielender Immunoblot der Proteine. SUMOylierung fuhrt zu einer
Anderung im Laufverhalten von etwa 20kDa. Alle aufgereinigten Proteine wurden
daher mittels desip-vitro-Modifikations Verfahrens* mit rekombinantem E1, E2
und SUMO-NC4 in PBS mit ATP inkubiert und anschlie3end mittels Immunoblot
mit Histidin- und SUMO-Antikdrper auf eine SUMO-Modifikation hin getestet
(siehe Abbildung 3.22). 600ng der Proteine wurden mit 57ng E1-Enzym, 250ng E2-
Enzym, 620ng SUMO-AC4 unter Zugabe von 0,15% Tween20 und 380ng
Ovalbumin in PBS in einem Volumen von8Gir 45min bei 30C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 2x Laemmli-Puffer gestoppt und 1/6 wurde auf

15 % SDS-Gele aufgetragen (in angegebenen Fallen auf 8%).
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Abbildung 3.22: In-vitro Modifikation der aufgereinigten Proteine

Die Proteine (600ng) wurden mit E1 ( 57ng), E2 (240ng), SUMG4L (600ng) und ATP (4mM)
inkubiert (45 min, 30C) inkubiert. AnschlieBend wurden sie auf 8% bzw. 15% SDS-Gele
aufgetragen. Die Modifkation wurde mittels Immunoblot mit His- und SUMO-1-Antikérpern
analysiert. Als Kontrollen dienten der Inkubationsmix mit dem Protein, aber ohne ATP
(gekennzeichnet als ATP -), sowie nur der Inkubationsmix mit ATP, aber ohne Protein, um die
Selbst-SUMOylierung der Enzyme bestimmen zu kdnnen (gekennzeichnet als K +).
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3.2.8. Klonierung und SUMOylierung von kompletten

Proteinen

Die Durchschnittsgrof3e der erhaltenen Proteine sollte bei der Expressionsbibliothek
bei ungefahr 50kDa liegen. Die erhaltenen Proteine liegen aber grof3tenteils
zwischen 10-40kDa. Es erfolgte in diesem Screen offensichtlich eine Selektionierung
auf kleine Inserts, da sie eher kleine, unabhangig faltbare Domanen ergeben. Es muf3
Uberpruft werden, ob auch die kompletten Proteine SUMOylierbar sind. Dazu
wurden die aussichtsreichen Kandidaten PUF60 (FIR) (Klon G5), STAF65 (Klon
C2, H7, H8), sowie SNIP (Klon C8) ausgewahlt. Im folgenden sollten zwei Punkte
untersucht werden. 1. Ob sie als komplettes Protein modifizierbar sind und 2. die

Untersuchung der Modifikatiom vivo.

3.2.8.1. PUF60 (Poly Wbinding_factor 60) oder FIR

Das Protein wurde unabh&ngig voneinander von zwei Arbeitsgruppen identifiziert.
Zum einen als Splei3faktor (PUF60) (Schonleber, et al., 1999, RNA), zum anderen
als Transkriptionaler Regulator (FIR). FIR (FBReracting epressor) blockiert die
Aktivator-abhangige, aber nicht die basale Trankription der c-myc Gene durch
TFIIH (Liu et al., 2000). Der Einfachheit halber wird es in der folgenden Arbeit als
PUF60 bezeichnet. Von dem Protein PUF60 wurde eine 166 Aminosédure lange C-
terminale Domane bei dem ,Screen” gefunden (Klon bezeichnet als G5). In dieser
Region liegt die als PUMP-Doméne identifizierte Region des Proteins (Schonleber,
et al.,, 1999, RNA). Sie ist fur die Homodimerisierung von PUF60 zustandig (siehe
Abbildung 3.23B), zeigt Homologie zu anderen Spleil3-Faktoren, wie U2AF65
(Human) und Mud2p (Hefe) und wurde dahetJFB0-U2AF65, Mud2p potein-
protein interaction domain“ (PUMP-Domé&ne) benannt. Der Klon G5 stellte sich als
ausgezeichnetes SUMO-Substrat heraus (siehe Abbildung 3.22).

Um zu testen, ob die Modifikation auch an dem kompletten, richtig gefalteten
Protein stattfinden kann, wurde PUF60 komplett aus einer HeLa cDNA Bibliothek

mittels PCR amplifiziert, in den prokaryotischen Expressionsvektor pGEX-6P1
kloniert und als Gluthation-Sulfudryl-Transferase-Fusionsprotein exprimiert (GST-
Protein). Die Aufreinigung erfolgte zuerst iiber Gluthation-Sepharose und

anschlieBend iiber eine Gelfiltrationssdule (Sepadex200) (siche Abbildung 3.24)
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Abbildung 3.23: Sequenzvergleich zwischen PUF60 und dem RZPD-Klon G5

(A) Vergleich der Protein-Sequenzen von PUF60 und dem RZPD-Klon G5. G5 stellt eine 166
Aminosaure lange Domane im C-terminale Bereich von PUF60 dar. Der Bereich der PUMP-
Domane ist durch den braunen Strich sichtbar gemacht.

(B) PUF60 enthélt 3 Doméanen: RRM1 und RRM2 (RNe&Eagnition_notif) und einen RRM-
ahnlichen, als PUMP-Doméne bezeichneten Bereich. G5 représentiert den C-Terminus mit dieser
PUMP-Domane
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Abbildung 3.24: Aufreinigung von PUF60 Uber eine Gelfiltrationsséaule

PUF60 wurde rekombinant als Gluthation-Sulfudryl-Transferase-Fusionsprotein exprimiert und Uber
Gluthation-Sepharose und anschlieBend uber eine Gelfiltrationsséule (Sepadex200) aufgereinigt. Die
Fraktionen wurden anschlielend mittels Coomassie-Gelfarbung Uberprift. Es wurden jeuleils 15
pro 1ml Fraktion aufgetragen. Mi ist das monomere GST-PUF60 gekennzeichBidtennzeichnet

ein SDS-stabiles GST-PUF60 Dimer.

3.2.8.2. Volle Lange PUF60 wirdn vitro SUMOyliert

Volle Lange PUF60 kann ebenso wie das C-terminale Fragment (Klon G5)
SUMOyliert werden. Beide Proteine werden sowohl einfach, als auch doppelt
SUMOyliert (siehe Abbildung 3.25). Die SUMOylierung konnte nicht durch die
Zugabe der E3-Ligase RanBP2 verstarkt werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.25: GST-PUF60 wird wie His-G5 doppelt SUMOyliert

(A) GST-PUF60 wurde mit dem Modifikationsmix (E1, E2, SUMBEN, ATP) fir 45min bei 3T
inkubiert (Spur 1), als Kontrolle dienten GST-PUF60 mit Modifikationsmix, aber ohne ATP
(Spur 2) und der Modifikationsmix alleine mit ATP (Spur 3). His-G5 wurde ebenfalls mit dem
Modifikationsmix und ATP inkubiert (Spur 4), sowie als Kontrolle ohne ATP (Spur 5). Nach
Auftrag auf ein 15% SDS-Gel wurden die SUMOylierten Formen mit Anti-SUMO-1 markiert.
PUF60 wird mit zwei SUMO-Molekulen modifiziert, genau wie His-G5.

(B) Spuren 1-3 wurden mit Anti-GST markiert.

3.2.8.3. Erzeugung eines affinitatsgereinigten polyklonalen
PUF60-Antikorpers in Kaninchen

Fur weitere biochemische Untersuchungen wurde ein polyklonaler PUF60-
Antikdrper gegen rekombinantes aufgereinigtes GST-PUF60 (siehe Abbildung 3.23)
in einem Kaninchen erzeugt und das Antiserum wurde anschlieend gegen GST-
PUF60 affinitatsgereinigt. In Immunoblot-Analysen konnte gezeigt werden, dald das
gewonnene Antiserum spezifisch endogenes PUF60 bei etwa 60kD erkennt (siehe
Abbildung 3.26)
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Abbildung 3.26: Analyse von endogenen PUF60 in HeLa-Zellen

(A) Adhérente HelLa Zellen wurden in der Zellkultur-Schale einmal mit PBS gewaschen und dann
sofort in heiBem 2xLammli Puffer abgeschabt und 10 Min gekocht. Vor Auftrag auf das 8%
SDS-Gel wurden die Zellen sonifziert und abzentrifugiert. Es wird eine Hauptbande bei den
erwarteten 60kDa detektiert. Eine weitere Bande dariber (ca.75kDa) deutet auf eine
posttranslationale Modifikation von PUF60 hin.

(B) Mit 3myc-PUF60 transfizierte Zellen (HeLa) wurden wie un#&) beschrieben behandelt und
mittels Immunoblot mit monoklonalem Anti-myc analysiert.

Eine weitere Bande die etwa bei 70kD lauft (gekennzeichnet mit Pfeil) konnte als
spezifische Form von PUF60 identifiziert werde, da sie auch bei mit 3myc-PUF60
transfizierten Zellen auftritt (siehe Abbildung 3.26B). Es handelt sich hierbei aller
Wahrscheinlichkeit nach um eine Posttranslationale Modifikation, wie z.B.
Phosphorylierung.

Durch Immunoprazipitation konnte PUF60 komplett aus dem Lysat depletiert
werden. Es konnte dabei keine hdher laufende Bande, die auf eine SUMOylierung
schlieBen laflt festgestellt werden (siehe Abbildung 3.27). Auch eine Markierung
dieser Proben mit Anti-SUMO-1 zeigt keine Bande. Wiederholung der
Immunoprazipitation unter denaturierenden Bedingungen (Kochen in RIPA/1%SDS,
verdunnen auf RIPA/0,1%SDS + lodoacetamid) brachten kein anderes Ergebnis. Der
Grund kann eine De-SUMOylierung im Extrakt (auch unter diesen harschen
Bedingungen) sein, oder das PUF60 nur zu einem kurzen Zeitpunkt SUMOyliert

wird.
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Abbildung 3.27: Immunopréazipitation mit Anti-PUF60 aus HelLa-Zellen
Die Zellen wurden in 1%TritonX100 / 10mMTris und 150mMNaCIl pH7.5 lysiert und anschlieRend
mit Antikdrper und Protein G-Sepharose inkubiert, nach 3x Waschen mit dem Lysispuffer wurde die
IP auf ein 8% Gel aufgetragen und die Banden mittels Immunoblot mit Anti-PUF60 (1:1500)
detektiert. Die mit dem roten Stern markierte Bande stellt die schwere Kette der Antikdrper dar. Die
bei etwa 70kDa etwas hoher laufende Bande geht verloren, was auf eine posttranslationale
Modifikation deutet, die unter diesen Umstéanden nicht stabil ist.

3.2.8.4. Subzellulare Lokalisation von PUF60 ist unabhangig
von SUMO-NC4 Uberexpression

Um die Lokalisation von PUF60 festzustellen, wurde es in den eukaryotischen
Expressionsvektor 3myc-pcDNA3 kloniert, als Plasmid in 293T-Zellen transfiziert,
und anschlie3end mit monoklonalem Anti-Myc detektiert. Endogenes PUF60 wurde
mit dem polyklonalen Anti-PUF60 und endogenes SUMO-1 wurde mit dem
monoklonalen Anti-SUMO-1 (Anti-GMP1) Antikdrper detektiert. SUMOylierung
fiihrt bei einigen Proteinen zu einer Anderung ihrer Lokalisation in der Zelle, so z.B.
bei RanGAP1 und PML (siehe Abschnitt 1.4.1) gezeigt.
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A  293T: Kotransfektion von 3myc-PUF60 und YFP-SUMO-1AC4

3myc-PUF60 YFP-SUMO-1AC4 Uberlagerung

B 293T: Transfektion von HA-SUMO-1AC4

endogenes PUF60 HA-SUMO-1AC4 Uberlagerung

C HS68: untransfiziert

endogenes PUF60 endogenes SUMO-1 Uberlagerung

Abbildung 3.28: Untersuchung zur Lokalisation von PUF60 in HS68- und 293T- Zellen sowie in

SUMO-1 kotransfizierten 293T-Zellen

(A) Kotransfektion von 3myc-PUF60 und YFP-SUM®@Q4 in 293T-Zellen. Uberexprimiertes
3myc-PUF60 wurde mit monoklonalem Anti-Myc (Alexis) Antikdrper detektiert.

(B) Transfektion mit HA-SUMO-AC4 und Detektion mit polyklonalem Anti-HA Antikorper
(Ratte). Uberexpression von HA-SUMQ@C4 zeigt keinen Effekt auf endogenes PUFG0.
PUF60 wurde mit polyklonalem Anti-PUF60 Antikorper (Kaninchen) detektiert.

(C) Endogenes PUF60 wurde in HS68-Zellen mit polyklonalem Anti-PUF60 markiert Das Signal ist,
mit Ausnahme der Nukleoli, fast ausschlielich auf den Kern beschréankt, mit einer leichten
Verteilung im Zytoplasma. Endogenes SUMO-1 wurde mit dem monoklonalen Antikdrper
GMPI (Zymed) detektiert.
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Um festzustellen, ob Uberexpression von SUMO-1 zu einer Anderung der
Lokalisation von PUF60 fuhrt, wurde SUM@C4 als N-terminal YFP- oder HA-
Epitop markierter Version in die Zellen transfiziert und das endogene Protein
beobachtet, oder wahlweise mit 3myc-PUF60 ko-transfiziert (siehe Abbildung 3.28).
HA-SUMO-1AC4 wurde dabei mit polyklonalem Anti-HA markiert. Wie SUMO-1

ist PUF60 vorwiegend im Kern lokalisiert, zeigt aber keine nuklearen ,Speckels*
wie SUMO-1, sondern eine gleichmalige Verteilung, mit Ausnahme der Nucleoli,
die kein Signal aufweisen. Ein schwaches Signal im Zytoplasma konnte sowohl mit
Anti-PUF60, als auch nach Transfektion mit 3myc-PUF60 mit monoklonalem Anti-
Myc detektiert werden. HS68-Zellen wurden ebenfalls benutzt, da sie weitaus gréRer
als 293 Zellen und daher eine differenziertere Beobachtung der Lokalisation
erlauben. Sie zeigen die selbe Verteilung wie 293T-Zellen. SUMO-Uberexpression
zeigt keinen Effekt auf die Lokalisation von PUF60, weder auf die nukleare, noch
auf die zytoplasmatische.

3.2.8.5. Lysin 419 ist essentiell fir die SUMOylierung von
PUF60

o et 3 ¥y T
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Abbildung 3.29: PUF60 ist doppelt SUMOyliert

PUF60 wurde unter denselben Bedingungen wie bei Abbildung 4.30 inkubiert. Dabei wurden Proben
bei verschiedenen Zeitpunkten genommen. Eine einfach-SUMOylierte Form ist sehr schnell zu
detektieren (ab 1 Min), parallel dazu tritt die doppelt modifizierte Form auf. Bei Zeitpunkt 30 min ist
nur noch die doppelt modifizierte Form zu detektieren.

Abbildung 3.29 zeigt, das PUF60 doppelt SUMOyliert ist. PUF60 wurde mittels des
in-vitro Modifikations Verfahrens SUMOyliert. Es wurden Proben beginnend bei 1

Minute genommen und durch Immunoblot analysiert. Nach 1 Minute ist bereits eine
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einfache SUMOylierung von PUFG60 feststellbar, die mit langerer Inkubation in eine
doppelte Modifikation Ubergeht. Nach 30min ist nur noch die doppelte
SUMOylierung detektierbar.
Im Gegensatz zur Ubiquitinierung wurde fiur die SUMOylierung die
KonsensussequengKxE gefunden, wobeip eine hydrophobe Aminosaure
bezeichnet, K das zu modifizierende Lysin, x eine beliebige Aminoséure und E
Glutamat. Da PUF60 doppelt modifizierbar ist, wurde nach mehreren
Akzeptorlysinen gesucht. Nur 1 Lysin, als Lysin A gekennzeichnet (Abbildung
3.30), befindet sich innerhalb einer klassischen Konsensussequenz. dieses ist aber im
N-Terminus zu finden. Da aber klar gezeigt werden konnte, dalR G5 doppelt
SUMOyliert ist, muld es auch im c-terminalen Bereich zwei Akzeptorlysine geben.
Ein Lysin als Lysin 1 gekennzeichnet entspricht mit seiner Sequenz PKKE noch am
ehesten der Konsesussequenz (eine dhnlice Sequenz liegt in PML vor).
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Abbildung 3.30: Drei potentielle Akzeptor-Lysine in PUF60

Lysin 1 (PKKE) und Lysin 2 (RRE) befinden sich in der C-terminalen Doméne, die als Klon G5, im
Filter-Modifikations Verfahren gefunden wurde. Lysin AKME) liegt zwar im N-terminus,
entspricht aber ebenfalls der klassischen SUMOylierungs-Konsensussequenz. Lysl und Lys2 liegen
direkt vor der PUMP-Domaéne (braun unterlegt).

Ein weiteres Lysin (Lysin 2) wurde ausgewahlt, da es von den wenigen vorhandenen
Lysinen in diesem Bereich noch am ehsten entfernt an eine Konsensussequenz

erinnert. Lys1 und Lys2 liegen vor der PUMP-Domaéne, die Homologie zur RRM-
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Domane in den Splei3faktoren U2AF65 (Human) und Mud2p (Hefe) aufweist und
fur Protein-Protein-Interaktion verantwortlich ist (Schonleber et al., 1999, RNA).

Zur Ermittlung des modifizierten Lysins in PUF60 wurden die Lysine einzeln mittels
PCR in dem GST-PUF60-Konstrukt durch ein Arginin ersetzt, rekombinant
hergestellt und wie in 4.4 beschrieben aufgereinigt. Nach Abgleich der
Proteinkonzentrationen mittels Coomassie-Gel und Bradford-Verfahren wurden die
Mutanten in der gleichen Konzentration wie der Wildtyp in ein@nrvitro-
Modifikations Verfahren eingesetzt (siehe Abbildung 3.31). Nach 30 minutiger
Inkubation bei 30C wurde der Mix auf ein 8% SDS-Gel aufgetragen und die
Banden mittels Immunoblot mit polyklonalem Anti-GST Antikdrper (Kaninchen)
detektiert. Mutation des Lysins an Position 414 (Lysl) verhindert komplett die
SUMOylierung von PUF60. Uberraschenderweise zeigt sowohl Mutation von Lys2,
als auch von LysA eine einfache SUMO-Modifikation des Proteins, obwohl Lys1 in
beiden Mutanten vorhanden ist. Demzufolge findet die Doppelmodifikation nicht an
Lysl, oder seiner direkten Umgebung statt, sondern Modifikation von Lys1 ist

Voraussetzung fir die Modifikation von Lys2, oder LysA.

wt Lysi Lys2 LysA
ATP + -  + -+ -+ -
— . s -4— GST-PUF60-
Dimer
GSSJE“PCL)JI:GO
+! - .
+SUMO-1 - -4— GST-PUF60
' +SUMO-1
GST-PUF60 —
. Degradation

AR T

Anti-GST
Abbildung 3.31. Bestimmung des SUMOylierten Lysins in PUF60
3 Lysine wurden mittels PCR durch ein Arginin ersetzt (Mutanten bezeichnet als LysA, Lysl und
Lys2) und rekombinant als GST-Fusions-Proteine exprimiert und wie der Wildtyp (wt) aufgereinigt.
Die Proteinmengen wurden gegeneinander angeglichen und jeweils 600ng wurden imeirteon
Modifikations Verfahren eingesetzt (E1 ng, E2 ng, SUMKE4 ng, ATP 3mM, Endvolumen @0
in PBS) und fir 30 min bei 3C inkubiert. Die Kontrolle ist der Mix ohne ATP (gekennzeichnet + /-
ATP). Nach Versetzen mit 50% (v/v) 2x Lammli-Puffer wurden die Proben gekocht. Ein Drittel
davon wurde anschlieBend auf ein 8% SDS-Gel aufgetragen und die Modifikation mittels
Immunoblot mit polyklonalem Anti-GST detektiert. Das unmutierte Proteine (markiert mit wt) zeigt
eine deutliche Doppelmodifizierung, wahrend die Mutanten Lys2 und LysA eine einfache SUMO-
Modifikation zeigen. Mutation von Lys1 unterbindet die Modifikation komplett.
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Durch die SUMOylierung kann es zu einer Komformationsdnderung von PUF60
kommen, die SUMOylierung der anderen Lysine ermdglicht. Dadurch liese sich die
SUMOylierung des Proteins lber Lysin 419 regulieren. Mutation dieses Lysins,
fuhrt zu einer kompletten Verhinderung der SUMOylierung. Eine dreifache
SUMOylierung von PUFG60 ist prinzipiell denkbar, konnte aber nicht detektiert

werden.
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3.2.9. STAF65y (SPTF-associated factor 6§

STAF65y ist Mitglied des grof3en STAGA-Komplexes RB3-TAF,31-GCN5L
acetylase), der ein Chromatin Acetylierender Transkriptions-Ko-Aktivator ist und
sowohl mit Pra&-mRNA Spleil3-Faktoren, als auch mit ,DNA-damage binding
factors® interagiert. Dieser Komplex besitzt die Fahigkeit sowohl freie, als auch
nukleosomale Histone zu acetylieren. Bisher konnten 18 Untereinheiten dieses
Multi-Protein Komplex identifiziert werden. Es konnten dartber hinaus
Interaktionen mit dem SpleiRosom-assoziierten Protein 130 (SAP130) und dem
,DNA damage binding Protein“ DDB1 gezeigt werden (Martinez et al.,Molecular
and Cellular Biologie, 2001). Im Filter-Modifikations Verfahren wurde STAF65

mit drei Klonen herausgezogen (bezeichnet als C2, H7 und H8). Sie stellen Teile des

Proteins im C-terminalen Bereich dar.

3.2.9.1. STAF65/ wird mehrfachinvitro SUMOyliert

A B
ATP 4+ -
H7
ATP + - 120
1 STAF65-SUMO-1
Konjugat
50 STAFB5-SUMO-1 75 onjugate
- Konjugate
50
B sUMO-1ACH
Anti-SUMO-1
Anti-SUMO-1

Abbildung 3.32: Mehrfach SUMOylierung von STAF65¢

(A) Alle drei C-terminalen Klone von STAF§5C2, H7, H8) werden mehrfach mit SUMO-1
modifiziert. Hier ist exemplarisch H7 gezeigt. Die Grof3e der unmodifizierten Proteine betragt fur
H7 ungefahr 25kDa und fir STAF65, 65 kDa. (15% SDS-PAGE)

(B) Komplettes His-STAF6pwird ebenso wie C2, H7 und H8 mehrfach modifiziert. Das Protein
wird mit einem, zwei und drei SUMO-Molekilen konjugiert. (8% SDS-PAGE)
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Alle drei Klone werden mehrfach mit SUMO modifiziert (siehe Abbildung 3.22 und
3.32A). Um zu testen, ob das komplette Protein auch modifiziert wird, wurde es
mittels PCR aus einer HeLa-cDNA Bibliothek herausamplifiziert und in den Vektor
pET28a gebracht, um es als Hexabhistidin-Fusionsprotein zu exprimieren. Das
Protein wurde nach der Expression nativ Uber Nickel-NTA aufgereinigt. Komplettes
His-STAF65 wird wie die partiellen Klone mehrfach SUMOyliert (siehe Abbildung
3.32B).

3.2.9.2. Uberexpresson von SUMQAC4 hat keinen Einflu
auf die nukleare Lokalisation von YFP-STARG5

Hela

YFP-STAF65y

YFP-STAF65y HA-SUMO-1AC4

Abbildung 3.33: Lokalisation von YFP-STAF65yin HeLa-Zellen

(A) YFP-STAF6Y ist rein im Kern lokalisiert, wo es diffus verteilt ist, mit Ausnahme der Nucleoli,
die keine Farbung zeigen.

(B) Die nukleare Lokalisation von YFP-STARB&Ndert sich nicht durch Uberexpression von HA-
SUMO-1AC4. HA-SUMO-IAC4 wurde mit polyklonalem Anti-HA Antikérper markiert

YFP-STAF6Y ist rein im Kern lokalisiert (siehe Abbildung 3.33A). Es ist

gleichmaldig verteilt, mit Ausnahme der Nucleoli, die kein Farbung aufweisen.
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Durch Uberexpression von HA-SUMQAC4 andert sich diese Lokalisation nicht.
Auch ist keine Anderung des Kernsignals festzustellen, wie z.B. ,Speckels”, das
YFP-STAF6Y Signal ist immer noch gleichmafig im Kern verteilt (siehe Abbildung
3.33B).

3.2.9.3. STAF65y besitzt 3 potentielle Akzeptorlysine flr die
SUMOylierung

Das Auftreten multipler Banden deutet darauf hin, dal3 alle drei Akzpetorlysine
SUMOyliert werden konnen (siehe Abbildung 3.34). Dies muld aber noch durch

Mutanten oder Massenspektrometrie analysiert werden.
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Abbildung 3.34: STAF65y besitzt drei potentielle Akzeptor-Lysine
Die Lysine sind unterlegt und mit Pfeilen kenntlich gemacht

3.2.10.SNIP1 (Smad nuclear interacting protein)

SNIP1 interagiert mit dem Smad-Komplex und ist involviert in die transkriptionale
Kontrolle. Eine Komponente des Smad-Komplexes wurde bereits als SUMO-
Substrat identifiziert. Es handelt sich dabei um Smad4 (Lee et al., 2003, JBC).

3.2.10.1.Erzeugung und Aufreinigung eines Antikdrpers
gegen SNIP1 in Kaninchen

Rekombinant aufgereinigtes His-SNIP1 wurde laut Protokoll in ein Kaninchen
injiziert und das erhaltene Serum wurde mit His-SNIP1 affinitatsgereinigt. Der

erhaltene Anti-SNIP1 Antikdrper wurde mittels Immunoblot mit HeLa-Zellextrakt
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und rekombinatem SNIP1 auf seine Effizienz hin getestet. Der Antikorper erkennt

20ng rekombinates SNIP1 bis zu einer Verdiinnung von 1:1500 ohne Probleme.

R
,\'(.3/ \"9 \-’_\ ,\-’} \\ Q
+ -+ - 4+ - -+ -+
- HelA-Zellextrakt Anti-SNIP1

+: HeLA-Zellextrakt + His-SNIP1

Abbildung 3.35: Test eines polyklonalen Anti-SNIP1 Antikdrpers aus Kaninchen

Adhérente HelLa Zellen wurden in der Zellkultur-Schale einmal mit PBS gewaschen und dann sofort
in heiBem 2xLammli Puffer abgeschabt und 10 min gekocht. Vor Auftrag auf das 8% SDS-Gel

wurden die Zellen sonifziert und abzentrifugiert. 20ng His-SNIP1 wurden zu dem HelLa-Zellextrakt in

der Héalfte der Spuren zugegeben. (markiert durch ein +). Der Antikdrper erkennt rekombinates
SNIP1.

3.2.10.2.SNIP1 wirdin vitro einfach SUMOyliert

A B
Cs8 C8 K
ATP  + - ATP + - +
- -
Q,—bﬁlﬂ

—»
- T =

- SUMO-1—-
Anti-SNIP 1 Anti-SUMO-1

Abbildung 3.36: In vitro Modifkation von SNIP1

(A) Invitro Modifikation von His-SNIP1 unter den Bedingungen von 4.22
(B) aus Abbildung 4.22

Wie schon in Abbildung 3.22 gezeigt, wird SNIP1 (C8) einfach SUMOyliert.
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Es mul3 Gberpruft werden, ob die E3-Ligase Rid® Effizienz der Modifikationn
vitro verstarken kann, wie bei Smad4, oder ob dies durch ein anderes Mitglied der

PIAS-Familie zu ereichen ist.

3.2.10.3.Lokalisation von SNIP1 ist unabhangig von SUMO-
1AC4 Uberexpression

Uberexprimiertes YFP-SNIP1 ist nur im Kern zu finden. Die Lokalisation im Kern
ist dabei sehr heterogen (Vergleiche Abbildung 3.37 A und B). SNIP1 ist teilweise in
.Speckels® zu finden, die aber nicht ko-lokalisieren mit dem SUMO-Signal.
Andererseits ist SNIP1 gleichmallig verteilt in den Kernen anzutreffen mit
Aussparung der Nucleoli, die nicht angeféarbt sind (siehe Abbildung 3.37B).

YFP-SNIP1 HA-SUMO-1AC4 Hoechst

Abbildung 3.38: Lokalisation von YFP-SNIP1 in HeLa-Zellen

(A) YFP-SNIP1 ist rein im Kern lokalisiert, wo es entweder diffus verteilt ist, mit Ausnahme der
Nucleoli, die keine Farbung zeigen, oder in ,Speckels” lokalisiert ist.

(B) Die nukleére Lokalisation von YFP-STAFRB&Ndert sich nicht durch Uberexpression von HA-
SUMO-1AC4. HA-SUMO-IAC4 wurde mit polyklonalem Anti-HA Antikérper markiert
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3.2.10.4.SNIP1 besitzt zwei identische Konsensussequenzen
zur SUMOylierung

SNIP1 besitzt zwei Lysine, die der klassischen SUMOylierungs-Konsensussequenz
entsprechen. Beide Konsensussequenzen sind identisch (VKQE) und liegen etwa 80
Aminosauren auseinander (siehe Abbildung 3.39). Dies kénnte auf eine Doppel-
Modifikation von SNIP1in vivo hindeuten. Das Fehlen einer Doppel-Modifikation

in vitro, so wie der geringe Prozentsatz der Modifikation lassen den Schluf3 zu, dal3
in vivo die Aktivitat einer E3-Ligase benétigt wird. Untersuchungen mit der E3-
Ligase PIAY bieten sich an, da es sich auch um die E3-Ligase von Smad4, einem

anderen Mitglied des Smad-Komplexes handelt.

VKQE VKQE
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Abbildung 3.39: SNIP1 besitzt zwei Akzeptor-Lysine, die der klassischen Konsensussequenz
entsprechen
Die Lysine sind unterlegt und mit Pfeilen kenntlich gemacht

3.2.11Test aufin vivo SUMOylierung bei PUF60, STAF6Y
und SNIP1 durch Aufreinigung His-SUMO-1AC4-
modifizierter Proteine aus 293T-Zellen
Um ganz gezielt SUMOylierte Proteine aus Zellen anzureichern und zu untersuchen,
wurden 293T-Zellen mit His-SUMOAIC4 transfiziert. Die Zellen wurden nach 36h
in 6M Harnstoff unter Zugabe von lodoazetamide lysiert und das Lysat nach

Zentrifugation auf Nickel-Sepharose gegeben. Nach stringendem Waschen wurde
His-SUMO-1AC4 und die davon modifizierten Proteine von der Sepharose eluiert
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und auf ein Gel geladen (siehe Abbildung 3.40A). Die Analyse erfolgte mittels
verschiedener Antikorper.

A B

Transfektion von 293T-Zellen
mit His-SUMQO-1AC4

l His-SUMO-1AC4 + - + - 4 - + -

A | 4

= —

l ITTN ———
i 2 — Pr
Zelllyse in 6M Harnstoff + lodoazetamide é
e

l Anti-RanGAP1 Anti-Tau  Anti-SNIP1 Anti-PUF60
Nickel- (5. e YFP-STAFB5y ko-tranfizierte Zellen:
Sepharose: His-SUMO-1 His-SUMO-1AC4 + -

L % o + Substrate

stringendes Waschen et

l

Elution mit 350 mM Imidazol
+ lodoazetamide

l Anti-YFP

Auftrag auf SDS-PAGE und
Analyse mittels Immunoblot

Abbildung 3.40.: Aufreinigung His-SUMO-1AC4-modifizierter Proteine aus 293T-Zellen

(A) Die Zellen wurden wie oben beschrieben transfiziert und lysiert. Nach Inkubation des Lysats mit
Nickel-Sepharose wurde stringend gewaschen und die Proteine anshclieend eluiert.

(B) Die Kontrolle zeigt, dal RanGAP1 als His-SUMQEM modifizierte Form herausgezogen wird,
wahrend kein Signal in untransfizierten Zellen festzustellen ist (markiert mit einem -)

Obwohl die Kontrolle zeigt, das endogenes RanGAP1 als His-SUMD4}1
modifzierte Form herausgezogen wurde, konnte kein spezifisches Signal fur die
anderen Proteine festgestellt werden (siehe Abbildung 3.40B). Auch durch Ko-
Transfektion des Plasmids des zu untersuchenden Proteins (3myc-PUF60, YFP-
STAF65/, YFP-SNIP1) brachte kein positives Ergebnis. Es konnten mit den
verschiedenen Antikorpern keine spezifischen Banden festgestellt werden. Obwohl
die Kontrolle zeigt, das endogenes RanGAP1 als His-SUKMO41modifzierte

Form herausgezogen wurde, konnte kein spezifisches Signal fur die anderen Proteine
festgestellt werden (siehe Abbildung 3.40B). Auch durch Ko-Transfektion des
Plasmids des zu untersuchenden Proteins (3myc-PUF60, YFP-SYAKF&P-
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SNIP1) brachte kein positives Ergebnis. Es konnten mit den verschiedenen

Antikorpern keine spezifischen Banden festgestellt werden.
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4. Diskussion

4.1. ldentifikation neuer SUMO-Substrate und
Interaktoren durch ein ,In-Lésung-
Modifikations Verfahren“ und anschlief3ender
Peptid-sequenzierung

Das Ziel des neu entwickelten Verfahrens war SUMO-Substrate in Zelllysaten mit
GST-SUMO-AC4 zu modifizieren, um sie anschlieend uber Gluthatione-
Sepharose anzureichern und durch Massenspektrometrie identifizieren zu kénnen.
Das bei diesem Verfahren am héaufigsten herausgezogene Protein ist RanGAP1. Das
war zu erwarten, da es ein ausgezeichnetes SUMO-Substrat und recht abundant in
HelLa-Zellen ist. Die zweitstarkste Bande konnte der SUMO-E1-Untereinheit Uba2
zugeordnet werden. Dabei lag Uba2 nicht SUMOyliert vor. Uberraschenderweise
wurden daneben sowohl die E1-Untereinheiten Aosl und Uba2, als auch das E2-
Enzym Ubc9 SUMO-modifiziert herausgezogen. Neben diesen Proteinen wurden
zwei Proteine identifiziert, die vorher noch nicht mit SUMO-1 in Verbindung
gebracht werden konnten. DDB1 (,DNAxchage mding protein 1%) und ein bisher
unbekanntes Protein, benannt UP (,Unknowoit&n®). Obwohl eine Reihe weiterer

Proteine recht abundant vorlagen, fiihrte ihre Sequenzierung zu keinem Ergebnis.
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4.1.1. SUMO-Modifikation der modifizierenden Enzyme E1
und E2

Interessanterweise wurden mit diesem Verfahren vor allem die SUMO
verknupfenden Enzyme E1 und E2 als modifizierte Proteine identifiziert. Beide
Untereinheiten des E1-Heterokomplexes konnten in diesem Verfahren SUMOyliert
mit GST-SUMO-NC4 gefunden werden. Wéahrend Aosl einfach und doppelt
modifiziert vorliegt, wurde Uba2 nur einfach SUMOyliert. Ubc9 konnte ebenfalls
einfach und doppelt SUMOyliert identifiziert werden. Die potentiellen
Akzeptorlysine sind in Abbildung 4.1. markiert. Aosl besitzt 2 potentielle
Akzeptorlysine, Uba2 und Ubc9 jeweils nur eines, aber mit der identischen Sequenz
.,FKDD*. Diese Auto-SUMOylierung ist bemerkenswert, da bereits bekannt ist, daf3
alle bisher identifizierten SUMO-E3-Ligasen selbst Substrat fir SUMOylierung sind
(z.B. Kagey et al., 2003, Pichler et al., 2002, Saitoh et al., 1997, Schmidt+ Mdller,
2002). Daf trotz ihrer Auto-SUMOylierung keine E3-Ligasen in dem Verfahren
gefunden wurden, kdnnte an einem Problem der Nachweisgrenze fiir diese Proteine
liegen. Obwohl nicht ganz auszuschliel3en ist, daf3 die SUMOylierung der E1/E2-
Enzyme ein Artefakt des Testverfahrens ist (bedingt durch die groRe SUMO-Menge)
kénnte das auf einen autoregulatorischen Mechanismus hinweisen. Wéahrend bei den
SUMO-E3-Ligasen die Funktion der Auto-SUMOylierung noch nicht geklart wurde,
ist bei den Ubiquitin-E3-Ligasen die Selbst-Ubiquitinierung ein gut beschriebenes
Phanomen mehrer Mitglieder der HECT- und RING-Finger Ligasen. So reguliert
z.B. die Autoubiquitinierung von IAPs, oder E6-AP deren Stabilitat (Nuber et al.,
1998, Yang et al., 2000). Es muf3 in Zukunft getestet werden, ob SUMOylierung der
E1l- und E2-Enzyme einen Einflu3 auf ihre Aktivitat, Stabilitat und / oder
Lokalisation in der Zelle hat.



4. Diskussion 97

A Aost

1 10 20 30 40 50 B0 70 80 90 100 110

I!I‘JEKEEHGEI;ISEEEﬁHﬂY[RuIRLHGLEI;IﬂKRLRHSR\'LL'J'EUCGLGHEIHKNLILHGVKEI.]‘NLI]HEI.IVTPEBPBHIJI;LIRTGSUGR;IRFIEHSLERHI:INLNPH\'D\FK\IP

VKVD AKLD
111 120 130 140¢ 150 160 170 180 130 3#0 210 220
II]TF.I]IEKKP;:SFFIEFDHV[‘:LIEESRD\'J@IEHKNQIKFF IED‘VF[li‘rHE‘ﬂFHNL[;EHEF‘JEEKTI;‘JFIWSBE'.'EI;I[B’DTK@SETTN\'KICIEWFCP\'KEHII.

221 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
I |
EVYDHSSEKAKAALKRTTSDYFLLOYLLKFRTDKGRDPSSDTYEEDSELLLOTRNDYLDSLGISPDLLPEDFYRYCFSEHAPYCAYVGGILAQEIVKALSQRDPPHHNFFF

331 340 346
==

----- e |

FDGHKGNGIVECLGPK

B Uba2

1 10 20 30 40 50 60 70 a0 90 100 110

; ¥ v * ' I
HALSRGLPRELAEAYAGGRYLYVGAGGIGCELLKNLYLTGFSHIDLIDLDTIDVSHLNROFLFOKKHYGRSKADYAKESYLOF YPKANIVAYHDSIHNPDYNYEFFROFI

111 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

L VHNAL DNRRARNHYNRHCL ARDYPLIESGTAGYL GQVT T IKKGYTECYECHPKPTORTF PGLT IRNTPSEP THCIVAKYLF NOLF GEEDADUEYSPORADPERANEPT
FKDD

221 230 240 250 264 270 280 290 300 310 320 330

| 1
EAEARARASHEDGDIKRISTKEHAKSTGYDPYKLFT KLR‘I"LL THDKLHRKRKPPYPLOHAEVASOGEE THASDOONEPOLGLKDOOYLDVKSYARLFSKSTETLR

331 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440
| 1
YHLAEKGDGAEL IHDKDDPSAHDFYTSAANL RHHIF SHNHKSRFDIKSHAGNIIPATATTNAYIAGLIVLEGLKILSGKIDQCRTIFLNKQPNPRKKLLYPCALDPPNPN

441 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550

| + + + + + + + + + + 1
CYVCASKPEYTVRLNYHKYTYLTLODKIVKEKFANYAPDVOIEDGKGTILISSEEGETEANNHKKLSEF GIRNGSRLOADDFLODYTLLINILHSEDLGKDVEFEVYGDA

551 560 570 580 590 600 610 620 630 640

| |
PEKVGPKOAEDARKSITNGSDDGAOPSTSTAAENDDYLIVDSDEEDSSNNADYSEEERSRKRKLDEKENLSAKRSRTEQKEELDDYIALD

C Ubco
FKDD

1 10 20 30 40 50 60 ¢ 70 80 90 100 110

I I
HSGIALSRLAQERKAMRKDHPFGF YAYP TKNPDGTHNLHNMECAIPGKKG TPI-IEGGI.FKLRHPSSPPKCKFEPFLFHPN\"I’PSET\"EL SILEEDKDHRPAITIK

111 120 130 140 150 160 170 180 184
+ + + l

l + + + +
QILLGIQELLNEPNIQDPRQAEAY TIYHLYARLAPLYARPPRPSOGRLAGREHSTOQAHPRDSAGPRLCGEGRGA

Abbildung 4.1: Potentielle Akzeptorlysine in den E1- und E2-Enzymen von SUMO
(A) Akzeptorlysine in Aosl (VKVD) (AKLD)

(B) 1 Akzeptorlysin in Uba2 (FKDD)

(C) 1 Akzeptorlysin in Ubc9 (FKDD)
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4.1.2. UP (unknown Protein)

Bei dem Verfahren konnte ein bis dahin unbekanntes Protein von ca. 62kDa
identifiziert werden. Die sequenzierte Protein-Bande, die dieses Ergebniss erbrachte,
lief bei dieser Gréf3e, d.h. das Protein wird un-SUMOyliert herausgezogen. Durch
Immunoblotstudien mit einem erzeugten Anti-UP Antikdrper wurde gezeigt, dal’ nur
unmodifiziertes UP herausgezogen witd. vitro Studien konnten weder eine
SUMOylierung noch eine Bindung an SUMO-1 oder Ubc9 nachweisen. Die
Moglichkeit besteht, dall UP kein SUMO-Substrat ist und in einem Komplex mit
SUMO, oder mit einem SUMOylierten Protein interagiert. Erstaunlicherweise zeigt
UP eine Ahnlichkeit zu F-box-Proteinen aus der Spalthefe. Die Frage stellt sich, ob
UP ein Mitglied einer WD-Protein-Familie ist, die an SUMOylierung beteiligt sind.
Diese Frage muf3 in Zukunft durch Identifizierung von Bindungspartnern von UP
geklart werden. Immunoflureszenz-Studien und Zellfraktionierung zeigten, das UP
vor allem an Mitochondrien zu finden ist, wobei ein kleiner Anteil zusatzlich im
Kern lokalisiert ist. Fihren beide Protein-Populationen unterschiedliche Funktionen

aus?

4.1.3. DDB1

Neue Erkenntnisse zeigen, dall DDB1 unspezifisch an Sepharose binden kann
(Vordemann und Melchior unpubliziert).
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4.2. ldentifikation neuer SUMO-Substrate durch ein
Filter Modifikations Verfahren

In dieser Arbeit wurden zwei neue biochemische Methoden zur systematischen
Identifikation neuer Substrate und Interagierer von SUMO entwickelt. Es sollte
dabei vor allem ermittelt werden, in welchen bis dahin noch nicht mit
SUMOylierung in Verbindung gebrachten, zelluaren Prozessen SUMO noch eine
Rolle spielt. In dem zweiten Verfahren wurde versucht, mit rekombinantem
biotinyliertem SUMO-NC4, E1 und E2 unter Zugabe von ATP eine Protein-
Expressions-Bibliothek auf einer Membran zu modifizieren, um dadurch neue
Substrate zu identifizieren. Ein Vorteil dieses Verfahrens ist, dal3 die Bibliothek,
obwohl sie mit etwa 33000 Klonen vermutlich nicht alle zelleigenen Proteine
beinhaltet, einen reprasentativen Querschnitt durch diese Proteine darstellt. Die
Abundanz der Proteine auf dem Filter ist unabhangig von der endogenen Protein-
Menge, so dal3 auch Proteine, die auf Protein-Ebene sehr kurzlebig, oder nicht sehr
haufig sind, in diesem Verfahren als SUMO-Substrate identifiziert werden kénnen.
Daruber hinaus liegen die Proteine einzeln vor, also nicht wie in der Zelle, als
Komplex, oder in einem bestimmten zellularen Kompartiment. Dies erlaubt eine
Betrachtung des einzelnen Proteins ohne die EinfluBnahme anderer zellularer
Faktoren. Der Vorteil ist, dal3 Proteine dabei gefunden werden, die sonst nur zu
einem bestimmten Zeitpunkt, oder in sehr geringer Menge SUMOyliert werden, da
die SUMOylierungs-Stelle sonst blockiert ist. Ein Nachteil ist, dal} Proteine, die eine
zuséatzliche posttranslationale Modifikation wie z.B. Phosphorylierung oder eine
spezielle E3-Ligase brauchen, um SUMOyliert zu werden, vielleicht nicht in diesem

Verfahren identifiziert werden konnen.

4.2.1. ldentifikation der SUMO-Substrate

Auf den Filtern waren uber 110 positive Signale. 96 dieser Klone wurden
sequenziert und Proteinen zugeordnet. 75 dieser Proteine konnten als Histidin-
Fusionsproteine exprimiert und aufgereinigt werden. Beim ,Rescreening“ auf
Nitrocellulose-Membranen konnten 61 dieser aufgereinigten Proteine SUMOyliert

werden. Dies entspricht 81,3% der Proteine. Alle erhaltenen Proteine wurden
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ebenfalls in dem ,in vitro Modifikations Verfahren* getestet. Bei 26 der 75
aufgereinigten Proteine konnte dabei eine Modifikation mit SUMO-1 nachgewiesen
werden. Das sind 35% der Proteine. Drei Proteine (PUF60, STWARGSIP1)
wurden volle Lange aufgereinigt und weiter untersucht (siehe Abschnitt 4.3). Alle
Proteine aus dem Verfahren, sowie die Resultate der Aufreinigung, vom ,Filter-
Rescreen” und deiir) vitro Modifikation® sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst.

Tabelle 4.1: Zusammenfassung der Proteine und Resultate aus den Untersuchungen

Klon Protein gereinigt  Auf Filter In vitro
positiv positiv
Al adducin 1 (alpha) (ADD1), transcript variant X X X
2
B1 vesicle amine transport protein 1 synaptic
vesicle membrane protein (VAT1)
C1 szinc finger protein 238 (ZNF238) X X
stranslin associated zinc finger protein-1
(RD58)
D1 «alpha thalassemia/mental retardation X X X
syndrome X-linked (RAD54 homolog, S.
cerevisiae) «putative DNA dependent
ATPase and helicase (ATRX), transcript
variant 1
El / X X
F1 unconventional myosin IXb (MYO9b) X X X
G1 myosin light chain 1 slow a (MLC1SA) X
H1 / X
A2 zinc-finger helicase (hZFH) X X X
B2 similar to Nuclear autoantigenic sperm X
protein (histone-binding) (NASP)
c2 SPTF-associated factor 65 gamma X X X
(STAF65(gamma))
sadenocarcinoma antigen ART1/P17
D2 NGFI-A binding protein 2 (EGR1 binding X X X
protein 2 oder NAB2)
E2 *E2F transcription factor 1 (E2F1) X
» (E2F-1) pRB-binding protein
F2 stathmin-like 4 (STMN4) X X
G2 /
H2 squamous cell carcinoma antigen
recognised by T cells (SART1)
A3 / X
B3 ataxin 2 related protein (A2LP), transcript X X
variant 1,
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C3 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C X X
member 8
D3 surfeit 6 (SURF6) X X
E3 chromosome 20 open reading frame 43 X X
(C200rf43)
F3 szinc finger protein 238 (ZNF238)
stranslin associated zinc finger protein-1
(RD58)
G3 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, X X
member 8 (DNAJCS),
H3 chromosome 11, clone RP11-193F22 X X
A4 TRAF family member-associated NFkB X
activator (TANK)
B4 chromosome 14 open reading frame 4 X X
(C14orf4)
C4 Similar to hypothetical protein FLJ20378 X X
D4 similar to TSG118.1 protein (LOC124151) X X
E4 hypothetical protein DT1P1A10 X X
(DT1P1A10)
F4 Similar to RIKEN cDNA X X
G4 hypothetical protein MGC11349 X X
(MGC11349)
H4 hypothetical protein MGC2491 (MGC2491) X X
A5 sreticulon 4 a (RTN4) X X
stestis specific reticulon 5
*Nogo-A protein (Nogo gene)
B5 myelin transcription factor 1 (MYT1) X
C5 szinc finger protein 238 (ZNF238) X X
stranslin associated zinc finger protein-1
(RD58)
D5 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F X X
(HNRNPF)
E5 microtubule-associated protein tau (MAPT) X
F5 calcium-response factor CaRF X X
G5 *poly-U binding splicing factor PUF60 X X
(PUF60)
*FBP-interacting repressor (FIR)
fuse-binding protein-interacting repressor
H5 | KIAA0824 X X
A6 cytochrome P450, 51 (lanosterol 14-alpha-
demethylase) (CYP51)
B6 chromosome 20 open reading frame 43 X X
(C200rf43),
HSPC169
C6 *IRS-1 PH domain binding protein PHIP X X

(pleckstrin homology domain interacting
protein)
*WD repeat domain 11 protein (WDR11
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gene)
D6 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F X X
(HNRNPF)
E6 CSF-1 receptor (FMS) X X X

F6 *Xq28 of high-mobility group protein 17
retropseudogene (psHMGL17),
emelanoma antigen family A1 (MAGEAL)
*Zinc finger protein 275 (ZNF275)

G6 clone RP11-380J17 on chromosome 10 X X
antigen identified by monoclonal antibody
Ki-67 (MKI67),

H6 RUN and FYVE domain-containing 1 X X X
RUFY1 (RUFY1)

A7 NGFI-A binding protein 2 (ERG1 binding X X X

protein 2 oder NAB2)

B7 chromosome 18, clone RP11-9E17

c7 KIAA0773 gene product (KIAAO773)

D7 /

E7 aldehyde dehydrogenase 1 family member
B1 (ALDH1B1),
aldehyde dehydrogenase 5

F7 DKFZp434K1421 X X
G7 sscaffold attachment factor B (SAFB) X X
*Hsp27 ERE-TATA-binding protein (HET)
H7 SPTF-associated factor 65 gamma X X X
(STAF65(gamma))
adenocarcinoma antigen ART1/P17
A8 truncated calcium binding protein X X
(LOC51149)

B8 tubulin, alpha 3 (TUBA3)
hum-a-tubl alpha-tubulin

c8 Smad nuclear interacting protein (SNIP1) X X X
D8 microtubule-associated protein tau (MAPT) X X X
E8 KIAA1183 protein X X
F8 / X X X
G8 creatine kinase B
H8 SPTF-associated factor 65 gamma X X X
(STAF65(gamma)),
adenocarcinoma antigen ART1/P17
A9 szinc finger protein 238 (ZNF238) X X X
stranslin associated zinc finger protein-1
(RD58)

B9 sphingolipid activator protein 1 und 2
(SAP1 und 2)

C9 sphingolipid activator protein 1 und 2 X X
(SAP1 und 2)
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D9 Similar to hypothetical protein FLJ20378 X X
E9 methyl-CpG binding domain protein 3 X
(MBD3),
F9 myosin light chain 1 slow a (MLC1SA)
G9 serologically defined colon cancer antigen X X
16 (SDCCFAG16)
H9 sscaffold attachment factor B (SAFB) X X
*Hsp27 ERE-TATA-binding protein (HET)
Al0 ribosomal protein L15 (RPL15)
B10 sislet cell autoantigen 1 (69kD) (ICA1) X X X
1S4 diabetes mellitus type | autoantigen
(ICAp69)
C10 szinc finger protein 238 (ZNF238) X X
stranslin associated zinc finger protein-1
(RD58)
D10 hypothetical protein MGC21688 X X
E10 similar to lymphocyte antigen 6 complex, X
locus G5B; G5b protein
F10 esperm associated antigen 7 (SPAG7) X X
*sperm acrosomal protein
G10 hypothetical protein MGC21688 X
H10 HMG domain protein HMGX1 (HMGX1) X X
All RAD51 homolog C
B11 myosin light chain 1 slow a (MLC1SA) X X
Cl1 RAD51 homolog C
D11 myosin light chain 1 slow a (MLC1SA) X X
Ell A kinase (PKA) anchor protein 6 (AKAP6) X X
F11 ribosomal protein S2
G111 *Similar to RIKEN cDNA X X
proliferation associated «cytokine -inducible
protein CIP29
*HCC-1 (HSPCB16)
H11 zinc-finger helicase (hZFH) X X
Al2 block of proliferation 1 (BOP1) X
B12 clone IMAGE:5286843
C12 *Similar to RIKEN X X
proliferation associated «cytokine-inducible
protein CIP29
*HCC-1 (HSPCB16)
D12 catenin (cadherin-associated protein), X X
alpha 1 (102kD) (CTNNA1)
E12 «lethal giant larvae homolog 1 (Drosophila) X
(LLGLY),
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stumour suppressor protein, HUGL

F12 hypothetical protein MGC10471 X
(MGC10471)

G12 NP220 nuclear protein (NP220)

H12 /

4.2.2. Machen die erhaltenen SUMO-Substrate Sinn?

Bei diesem Verfahren wurden unter anderem Proteine aus dem Bereich der
transkriptionalen Kontrolle und Chromatin-assoziierte Faktoren erwartet. Das sind

diejenigen Bereiche, aus denen die bisher meisten bekannten SUMO-Substrate
identifiziert wurden. Tatsachlich konnten mit dem ,Filter Modifikations Verfahren*

zahlreiche neue Proteine aus diesen Wirkungsbereichen gefunden werden.

42.2.1. Neue SUMO-Substrate In der
Trankriptionsregulation

PUF60 (FIR) (G5) und STAF§5C2, H7, H8) stellten sich sowohl auf dem Filter
als auchin vitro als ausgezeichnetes Substrat heraus. Der Transkriptions-Ko-
Repressor NGF1-A (A7) ist ebenfalls sowohl auf dem Filter als augtirimsehr

gut modifizierbar. Das gleiche gilt fur die Transkriptionsfaktoren CaRF (C5) und
MYT1 (B5). Auf dem Filter sehr gut modifizierbar waren die Faktoren HET
(G7/H9), ZNF238 (Cl1l) sowie HMGX1 (H10). Die gefundenen
Transkriptionsfaktoren stellen 18% der positiven Klone auf dem Filter und 27% der

positiven Proteine im ,in vitro Modifikations Verfahren* dar.

4.2.2.2. Neue SUMO-Substrate assoziiert mit Chromatin und
DNA

Das Rad54 Homolog (D1) wird sowohl auf dem Filter als amctitro sehr gut
modifiziert. Das bereits erwéhnte STARGEC2/H7/H8) kann auch hier erwahnt
werden, da es auch eine Rolle in der Chromatin-Acetylierung spielt. Ein weiteres
gutes Substrat ist die Zinc Finger Helicase (hZFH) (A2/H11). Zwei weitere Proteine
sollten hier erwahnt werden, die leider als C-terminale Fragmente nicht aufreinigbar

waren. Es handelt sich hier um NP220 (G12), sowie das humane Rad51 Homolog C
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(A11/C11). Letzteres sollte vor allem nochmals untersucht werden, da Rad51 in
Hefe SUMOyliert wird.

4.2.2.3. SUMOylierung und das Zytoskelett

A

HS68

Anti-SUMO-1 (Kaninchen)

SUMO-Substrate aus dem Filter Verfahren
-Adducin 1 alpha (A1)
-Unconventional Myosin IXb (F1)
-Microtubule associated protein tau (MAPT) (D8)
-Catenin alpha 1 (D12)
-Stathmin-like 4 (F2)
-Surfeit 6 (D3)
Abbildung 4.2: SUMOylierung und Zytoskelett
(A) Immunofluoreszenz von HS68-Zellen mit Anti-SUMO-1 Antikérper (Kaninchen). Es ist eine

deutliche Anfarbung des Zytoskelettes mit dem Antikdrper zu erkennen.
(B) Auflistung der SUMO-Substrate aus dem Zytoskelett-Bereich.

Uberraschenderweise stellte eine sehr groBe Gruppe der gefundenen SUMO-
Substrate Proteine dar, die mit dem Membranskelett assoziiert sind. Adducin 1 alpha
(A1) ist sowohl auf dem Filter als auch vitro sehr gut modifizierbar. Das gilt
ebenfalls fur das ,Unconventional Myosin IXb*, sowie das ,Microtubuli associated
protein tau* (MAPT) (D8). Auf dem Filter gut modifizierbar waren Catenin alpha 1,
Stathmin-like 4 (F2) und Surfeit 6 (D3). Diese Assoziation zwischen SUMOylierung
und Zytoskelett ist vollkommen neu und demzufolge sehr interessant. Vorlaufige
Flureszenzstudien mit dem SUMO-1 Antikdrper deuten darauf hin, da? SUMO-1 mit

dem Zytoskelett assoziiert sein kdnnte (Bisgen und Melchior, vorlaufige Daten)
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(siehe Abbildung 4.2). Dies alles zusammen genommen kdnnte auf ein neues

spannendes Wirkungsgebiet der SUMOylierung deuten.

4.2.2.4. Verbindung zwischen SUMOylierung und
Signaltransduktion

Einige wenige Proteine, die Bestandteil von Signaltransduktionwegen sind, wurden
bereits mit SUMOylierung in Verbindung gebracht (siehe Tabelle 2.1). Bisher schien
aber nichts darauf hinzuweisen, dal SUMOylierung eine weitereichende
Steuerungsfunktion in diesen Ablaufen zufallt. Im ,Filter Modifikations Verfahren*®
konnten einige neue Proteine gefunden wurden, die sich als ausgezeichenete SUMO-
Substrate herausstellten. Dies sind der Tyrosin-Kinase-Rezeptor fur CSF-1 (E6), das
Substrat RUFY1 (H6) der Etk-Tyrosin-Kinase und das TRAF-Rezeptorassoziierte
Protein TANK (A4), die sowohl auf dem Filter als auch in Lésung modifiziert
werden. Die SUMOylierung auf dem Filter gelang fur die transmembrane
Phosphatase SAP1 (C9), PHIP ( interagiert mit dem Insulin-Rezeptor) (C6) und das
Mpl-Rezeptor-assoziierte Protein A2LP (B3). Diese Klone machen 10% der
positiven Proteine auf dem Filter aus. Obwohl igirvivo Beweis noch aussteht,
deuten diese Ergebnisse an, dall SUMOylierung starker in die Signaltransduktion

involviert ist, als bisher angenommen.

4.2.3. ,Filter Modifikations Verfahren“- ein probates Mittel

zur ldentifizierung neuer SUMO-Substrate

Mit diesem neuen Verfahren konnten eine Vielzahl potentieller SUMO-Substrate
identifiziert werden. Es konnten nicht alle positiven Proteine und ihre Funktion in
der Zelle im Einzelnen besprochen werden. Sie wurden in den Tabellen 4.1 und 5.1
zusammengefasst. Neben SUMO-Substraten aus bekannten SUMO-beeinflul3ten
Zellprozessen, wie transkriptionale Regulation, konnte SUMOylierung zum ersten
Mal mit dem Zytoskelett in Verbindung gebracht werden. Die Rolle der
SUMOylierung in der Signaltransduktion sollte ebenfalls ndher untersucht werden.
Da die Klone durch verschiedene Verifikations-Schritte gehen, kdnnen falsche Klone
sehr effizient aussortiert werden. Ein Beispiel hierfir ist das Enzym Cytochrom P450

(Klon AB), das im Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist, und daher wohl
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kaumin vivo SUMOyliert ist. Dieses Protein fiel jedoch durch seine Unléslichkeit

aus dem ,Rescreen” heraus.

4.2.4.Untersuchung von volle Lange Proteinen auf ihre
SUMOylierung

Drei Proteine, die in demir) vitro Modifikations Verfahren* SUMOyliert wurden,
wurden ausgewahlt, um sie weiter zu untersuchen. Es handelt sich dabei um PUF60
(FIR) (G5) und STAF6% (C2/H7/H8), die wegen ihrer starken Modifikation
ausgewahlt wurden, sowie um SNIP1 (C8), das bereits aus dem ,Screen” als volle
Lange Protein vorlag.

4.2.4.1. PUF6G0

In dem ,Filter-Modifikations-Verfahren“ wurde ein etwa 20kDa grol3es Fragment
von PUF60 (poly-Wbinding factor 60), auch bekannt als ,FBP interacting repressor”
(FIR), herausgezogen. Das Protein wurde von zwei unterschiedlichen
Arbeitsgruppen als Faktor mit verschiedenen Funktionen identifiziert. Zum einen als
SpleiR3faktor und Interaktor mit p54 (Schonleber et al, 1999), zum anderen als
transkriptionalen Regulator der c-myc Gene (Liu et al., 2000). Das komplette Protein
ist ebenso wie das C-Terminale Teilstick ein ausgezeichnetes Substrat und bendtigt
in vitro nicht die Hilfe einer E3-Ligase. Die SUMOylierung findet an mehreren
Lysinen statt (siehe Abbildung 4.5). Zwei SUMOylierte Formen (Mono- und Di-
SUMOyliert) konnten mittels Immunoblot Analyse sowohl bei dem kompletten

Protein, als auch bei dem C-terminalen Teilstick (Klon G5) identifiziert werden.

4.2.4.2. STAF6S/

Bei dem ,Screen” wurden drei Klone dieses Proteins gefunden (C2/H7/H8). Alle
werden mehrfacin vitro mit SUMO modifiziert. Auch das komplette Protein wird
mit mindestens drei SUMO-Molekulem vitro modifiziert. Solch eine Tripel-
Modifikation konnte schon fur PML gezeigt werden und deutet auf eine wichtige
Rolle der SUMOylierung dieses Proteins hin. STAF®&sitzt drei potentielle

Akzeptorlysine. Es mul3 durch Mutation-Analysen und Massenspektroskopie geklart
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werden, welches die Akzeptorlysine sind. STAF®5 Teil des STAGA-Komplexes.
Dieser Komplex ist an Chromatin-Acetylierung und Ko-Repression transkriptionaler
Repression beteiligt. In Zukunft gilt es mehrere interessante Fragen zu beantworten:
Wo liegt STAF6Y% innerhalb des Komplexes? Kann es eine Interaktion von anderen
Proteinen mit dem STAGA-Komplex vermitteln? Wenn ja, beeinflul3t
SUMOylierung die Bindung an diese Proteine? Ist die SUMOylierung Zellzyklus-,
oder Stimulus-abhangig und wird durch SUMOylierung die Komplex-
Zusammensetzung verandert? Ist STAF@® einzige Untereinheit die SUMOyliert

wird??

4.2.4.3. SNIP1

Der Rezeptor-aktivierte Smad-Komplex geht in den Kern, wo er mit anderen
Transkriptions-Faktoren und Ko-Repressoren interagiert. Einer dieser Faktoren ist
SNIP1 (Smad nuclear interacting protein 1). Der Smad-Komplex selbst wird durch
posttranslationale Modifikationen wie Posphorylierung und Ubiquitinierung
reguliert. Smad4 eine Komponente dieses Komplexes, wird SUMOyliert, was zur
Lokalisation von Smad4 in den sogenannten ,nuclear speckles” fuhrt (Lee et al.,
2003). SNIP1 wurde volle Lange aus dem ,Screen” herausgezogen. Hs wird
einfach SUMOyliert. Hat diese SUMOylierung von SNIP1 eine ahnliche Funktion
fur SNIP1?

SNIP1 besitzt zwei klassische Konsensussequenzen fur die SUMOYyliamungo

war aber nur eine einfache SUMOylierung feststellbar. Es ist vorstellbar, dal? SNIP1
in vivo doppelt modifiziert wird, welches jedoch die Aktivitat einer E3-Ligase
bendétigt. Die verschiedene Lokalisation von SNIP1 in den Zell-Kernen wird nicht
durch SUMO-1-Uberexpression beeinfluBt. Es muf tberpriift werden, ob eine
Uberexpression verschiedener E3-Ligasen (z.B. Mitglieder der PIAS-Familie)
Einflul® auf die Lokalisation und Modifikation von SNIP1 haben.
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4.2.5. Probleme desin vivo Nachweises fir SUMOylierte

Proteine

SUMOylierung ist keine stabile Modifikation, sondern sie unterliegt Zyklen von
Modifikation und Demodifikation. Ein SUMO-Substrat ist vielleicht nur zu einem

kurzen Zeitpunkt wihrend des Zellzykluses modifiziert, oder wenn es mit
bestimmten Proteinen interagiert. Die Modifikation kann auch nur einen Bruchteil

des Proteins in der Zelle ausmachen, da diese Menge ausreicht, um eine bestimmte
Funktion auszulben. In Abbildung 5.4 sind verschiedene Mechanismen dargestellt,
die SUMOylierung gezielt steuern konnén.vitro kann ein Protein wie PUF60,
STAF65 und SNIP1 deshalb ohne Problem modifiziert werden, da die
inhibierenden Faktoren nicht vorhanden sind. In der Zelle braucht es jedoch eine
ganz bestimmte Kombination von Faktoren, die zur SUMOylierung fuhren. Wenn
die SUMOylierung eine ganz bestimmte Funktion wie z.B. Anderung der
Lokalisation oder Interaktion mit anderen Bindungspartnern auslost, muf3 sie wenn
diese Funktionen nicht benétigt wird, unterbunden werden. Das kann durch
Blockierung des Akzeptorlysins (siehe Abbildung 5.4 A-C), oder durch die Aktivitat
von Isopeptidasen (Abbildung 5.4 D) gewahrleistet werden. Dementsprechend
schwierig wird es, diese Modifikatiomn vivo nachzuweisen. Aus diesen
Schwierigkeiten heraus wurde ja das ,Filter Modifikations Verfahren* entwickelt,
um auch Substrate identifizieren zu kdnnen,idieivo nicht abundant sind. Wére
derin vivo Nachweis fur diese Proteine einfach, wéaren sie bereits als SUMO-

Substrate identifiziert worden.
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A SUMO-Akzeptorlysin unzuganglich. SUMOylierung
9 erst nach Dissoziation des Bindungspartners moglich.
B SUMO-Akzeptorlysin durch posttranslationale
Modifikation (z.B. Phosphorylierung) maskiert.
SUMOylierung erst nach Aufhebung dieser
Stimulus Modifikati .
) odifikation moglich.
C

SUMO-Akzeptorlysin unzugénglich fir die
modifizierenden Enzyme.

Bindungspartner fuhrt zur Konformations-
anderung und Offenlegung der Akzeptorseite

Starke Isopetidase-Aktivitat. MufB erst Stimulus-abhangig inaktiviert werden.

Abbildung 4.4: Verschiedene Stimulie fihren zur SUMOylierung von Proteinen.
Die Akzeptorseite in Proteinen kann durch verschiedene Mechanismen blockiert sein, wenn dieser
Stimulus fehlt. Das Akzeptorlysin ist dargestellt als roter Punkt.

4.2.6. Vergleich der beiden neuen Verfahren

Beide Verfahren ermdglichen es neue SUMO-Substrate zu identifizieren. Trotzdem
besitzen beide Verfahren Vor- und Nachteile, sie wurden in Abbildung 4.5
zusammen- und gegenibergestelle. Wahrend das Filter-Modifikations-Verfahren
eine Fulle neuer Substrate erbrachte, kann man das In-Losung-Modifikations-
Verfahren eher als gutes Werkzeug zur Verifikation bereits vermuteter
SUMOylierungen ansehen. Beide Verfahren sind neu und funktionieren. Wenn man
aber SUMOylierung als eine Art Proteomix-Ansatz untersuchen will, ist dafir nur
das Filter-Modifikations-Verfahren geeignet, da es klare Vorteile durch das

~Screenen” von Expressionsbibliotheken besitzt.



4. Diskussion 111

In-Lésung-Modifikations-Verfahren Filter-Modifikations-Verfahren
Vorteile

- Benutzung der endogenen Enzyme - Leichte Identifizierung des Proteins
- Vorhandensein der E3-Ligasen - Unabhangigkeit von Abundanz in der Zelle
- Proteine liegen in natiirlichen Komplexen vor - Erméglicht Untersuchung ganzer Expressions-
- erméglicht Untersuchung verschiedenster bibliotheken
Zellsysteme - Modifizierung des Verfahrens durch Zugabe
- Posttranslationale Modifikationen (z.B.Phosphory-  von rekombinanten E3-Ligasen moglich
lierung), die vielleicht fiir die SUMOylierung - Proteine liegen einzeln vor
ben_ﬁtiﬁt"?v.rérden, liegen vor. | - keine Isopeptidase-Aktivitat: somit Erfassung
transienter SUMOylierungen moglich

Abbildung 4.5: Gegeniberstellung der Vor- und Nachteile beider Verfahren
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5. Zusammenfassung

Die posttranslationale Modifikation mit dem Ubiquitin-verwandten Protein SUMO
hat Auswirkungen auf viele zellulare Ablaufe. Die Funktion der SUMOylierung
kann hierbei nur durch die Auswirkungen auf ihre Zielproteine erforscht werden. Zu
diesem Zweck wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Verfahren entwickelt, die es
ermoglichen neue SUMO-Substrate zu identifizieren. Mit dem ,In-Ldsung-
Modifikations-Verfahren®, das auf der Aktivitat von modifizierenden und
demodifizierenden Enzymen in Zelllysaten beruht, gelang die Identifikation der E1-
und E2-Enzyme als potentielle SUMO-Substrate. Desweiteren wurde ein bisher
unbekanntes WD 40-Protein (UP) identifiziert, und nach Antikdrper-Gewinnung
zellbiologisch charakterisiert. Es konnte zwar keine SUMOylierung und direkte
Interaktion von UP mit SUMO gezeigt werden, seine Ahlichkeit zu F-box Proteinen
aus Spalthefe macht es aber trotzdem interessant fur weitere Forschung.

Das , Filter-Modifikations-Verfahren®, bei dem eine ganze Expressions Biobliothek

auf einem Filter auf SUMOylierung hin untersucht werden kann, erbrachte die
Identifizierung von 110 potentiellen SUMO-Substraten. 75 Klone konnten nativ als
Histidin-Fusionsproteine aufgereinigt werden. 26 dieser Proteine zeigten in vitro eine
deutliche SUMOylierbarkeit. Drei Proteine (PUF60, STAF65y, SNIP1) wurden zur
weiteren Untersuchung als vollstdndige Proteine aufgereinigt. Diese Proteine
konnten dabei ebenso wie ihre C-terminalen Fragmente SUMOyliert werden. PUF60

und STAF65y zeigten dabei eine mehfache Modifikation mit SUMO-1 in vitro. Zur
weiteren Charakterisierung wurden PUF60- und SNIP1-Antikorper erzeugt. In vivo
SUMOylierung konnte weder durch Ko-Transfektion mit SUMO-1AC4 (PUF60,
STAF65y, SNIP1), Immunoprézipitation (PUF60), noch durch Ko-Transfektion mit
His-SUMO-1AC4 mit anschlieBender denaturierender Aufreinigung iiber Nickel-
Sepharose aus 293T-Zellen nachgewiesen werden. Zusammengenommen mit der
effizienten in vitro Modifikation dieser Proteine 1d4Bt dies vermuten, dafl diese
Proteine in vivo z.B. durch eine starke Isopeptidase-Aktivitdt nur transient
modifiziert werden. Durch das ,Filter-Modifikations Verfahren* ist es daher
anscheinend moglich sowohl transiente, als auch nicht abundante SUMO-Substrate

zu identifizieren.
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