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Zusammenfassung 1

1  Zusammenfassung

SUMO1 (small_biquitin-related_mdifier 1) gehort der Gruppe Ubiquitin-verwandter
Proteine an, die wie Ubiquitin post-translational mit zahlreichen zellularen Proteinen
kovalent verknupft werden kénnen. Der Mechanismus der SUMOylierung verlauft zur
Ubiquitinierung analog. Die ATP-abh&ngige Modifikation wird von den SUMO-
spezifischen Enzymen Aosl/Uba2 (aktivierendes E1-Enzym), Ubc9 (konjugierendes E2-
Enzym) und verschiedenen E3-Ligasen katalysiert. Die Aktivitat spezifischer SUMO-
Proteasen macht die SUMOylierung zu einem reversiblen Prozess. Deren Substrat-
abhangige Funktion basiert vor allem auf der Regulation von Protein-Interaktionen. Trotz
der geringen Identitat (18%) zu Ubiquitin besitzt SUMOL1 - wie alle Ubiquitin-&hnlichen
Proteine - das Ubiquitin-Faltungsmotig{aBpaf). Unterschiede zu Ubiquitin sind die
Oberflachenladung und die N-terminale Sequenz. Diese unstrukturierte kurze Domane in
SUMOL ist das Strukturmerkmal der SUMO-Protein-Familie.

Primare Fragestellung dieser Arbeit war die Funktion des SUMO1-N-Terminus.
Biochemische und zellbiologische Studien mit N-terminalen Deletionsmutanten haben
gezeigt, dass der N-Terminus weder an der Modifikation noch an der Demodifikation
essentiell beteiligt ist. Auch in der SUMO1-abhangigen Interaktion des SUMO1-
Substrats RanGAPIn vitro sowie in der Lokalisation von SUMO1 und SUMO1-
Konjugatenin vivo konnte kein Einfluss der N-terminalen Sequenz festgestellt werden.
Dies fuhrt zu der Vermutung, dass die Funktion dieser evolutionar konservierten Struktur
nicht in den Basis-Funktionen der SUMOylierung, sondern vielmehr in regulatorischen
Mechanismen zu suchen ist.

Schwerpunkt einer parallel durchgefiihrten systematischen Mutationsanalyse waren
Oberflachen-exponierte Aminoséure-Reste in SUMO1. Die verschiedenen Mutanten
wurden als HA-Epitop-markierte SUMO1-Konstrukte hergestellt, und mittels transienter
Transfektion auf ihre Konjugationsfahigkeit getestet. Defizite in der Konjugation konnten
fur mehrere Mutanten festgestellt werden. Hervorzuheben ist eine Tripel-Mutation im

C-Terminus, deren stark reduzierte Konjugationseigenschaft zudem biochemisch
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bestatigt werden konnte, sowie zwei Doppel-Mutanten, die moglicherweise flr die
Interaktion mit E3-Ligasen defizient sind.

Aus den Befunden der beiden Schwerpunkte dieser Arbeit erschliel3t sich die interessante
Frage eines Zusammenhangs zwischen Ubiquitinierung und SUMO1. Mit den im letzten
Teil dieser Arbeit beschriebenen Experimenten konnte eine Poly-Ubiquitinierung von
freiem SUMOL1 und konjugiertem SUMO1 nachgewiesen werden. Interessanterweise
fuhrt diese nicht zu proteasomaler Degradation von SUMOL1. Daraus lasst sich ein
Modell erstellen, in welchem SUMOylierung eines spezifischen Proteins zu
anschliellender Poly-Ubiquitinierung und Degradation des Proteins fihren kénnte.
SUMOL1 wird in diesem Modell - wie fur Ubiquitin bekannt - vom Substrat abgespalten
und der Zelle fur erneute Modifikation zur Verfigung gestellt. Dieser Befund steht in
starkem Gegensatz zu der bisher postulierten Funktion von SUMOL1 als Antagonist der
Ubiquitin-abhangigen Degradation. Zu klaren bleibt, ob beide Funktionen flr bestimmte
Substrate unabhangig voneinander genutzt werden und wie die Unterscheidung zwischen

beiden Mechanismen reguliert wird.
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2 Einleitung

2.1 SUMOL1 - ein Protein als post-translationale Modifikation

Eine grolRe Zahl eukaryontischer Proteine wird post-translational modifiziert.
Die Maodifikationen sind vielfaltig und verandern die Proteine in ihren physikalischen
und chemischen Eigenschaften, ihrer Konformation und Stabilitdt. Durch diese
Verdnderungen werden die Proteine in ihrer Aktivitdt, Lokalisation oder Quantitat
reguliert (Tab. 2.1).

Tabelle 2.1: Auswahl haufiger post-translationaler Modifikationen.

post-translationale
Modifikation

Funktionen

Acetylierung

Proteinstabilitdt, Schutz des N-Terminus,
Protein-DNS-Interaktionen (Histone)

Acylierung
(Fettsdure-Modifikation)

Farnesyl, Myristoyl, usw.

zellulare Lokalisation, zielgerichtete Signaltransduktion,
Membran-Anheften, Protein-Protein-Interaktionen

Deaminierung

mdglicher Regulator von Protein-Ligand- und
Protein-Protein-Interaktionen

Disulfidbindung

intra- und intermolekulare Kreuzverbindungen, Proteinstabilitat

Glykosylierung
N- / O-verknlpft

ausgeschleuste Proteine, Zell-Zell-Erkennung,
Signaltransduktion O-GIcNAc regulatorische Funktionen

GPI Anker

Glykosylphosphatidylinositol (GPI) Anker
Membran-Anheften von Enzymen und Rezeptoren, hauptsachlich
an die duBere Oberflache der Plasma-Membran

Hydroxy-Prolin

Proteinstabilitdt und Protein-Ligand-Interaktion

Methylierung

Regulation der Gen-Expression

Nitrierung des Tyrosins

Oxidative Schadigung wahrend einer Entziindung

Phosphorylierung
pTyr, pSer, pThr

Enzymaktivitat, molekulare Interaktion, Signaltransduktion

Pyro-Glutamin

Proteinstabilitat, Blockierung des N-Terminus

Sulfatierung (sTyr)

Protein-Protein- und Rezeptor-Ligand-Interaktionen

Ubiquitinierung

Signal fir Proteinabbau

Entnommen: (Mann und Jensen, 2003)

Im Gegensatz zu anderen post-translationalen Modifikationen handelt es sich bei der

Ubiquitinierung um ein Protein als Modifikation (Ubiquitin, 9 kDa). Ubiquitin wird unter
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Beteiligung einer Enzymkaskade Uber eine kovalente Isopeptidbindung mit dem Substrat
verknipft. Ein Protein bietet im Hinblick auf zellulare Regulationsprozesse, insbesondere
in héheren Organismen, gegeniber anderen Modifikationen den Vorteil einer gréf3eren
und differenzierteren Oberflache fur Interaktionen. Ubiquitin ist jedoch nicht das einzige
Protein, welches als post-translationale Modifikation fungiert. Unter den sogenannten
Ubiquitin-ahnlichen Proteinen, die Strukturhomologie zu Ubiquitin aufweisen, wurden
einige Proteine entdeckt, die Uber einen &hnlichen Mechanismus kovalent an ihre
Substrate gebunden werden. Dies sind beispielsweise Aut7, Nedd8/Rubl, ISG-15 und die
SUMO-Proteine.

SUMOL1 @mall_biquitin-related mdifier 1) wurde als Modifikation des RanGAPRan-
GTPase-ativating-potein 1) identifiziert (Mahajan et al., 1997; Matunis et al., 1996).
Die Proteinbezeichnung steht fur dessen wesentliche Merkmale: 10 kDa
Molekulargewicht (small“), Sequenz- und Strukturhomologie zu Ubiquitin
(Lubiquitin-related”) und die Funktion der post-translationalen Modifikation
(,modifier” ). Resultierend aus zeitgleichen Entdeckungen diesen Proteins ist SUMOL in
der Literatur auch unter folgenden Bezeichnungen zu finden: GIGRP {nodifying
protein ) (Matunis et al., 1996), PICPWML interacting_potein 1) (Boddy et al., 1996),
Sentrin (Okura et al., 1996), Smt3c (Chen et al., 1998; Lapenta et al., 1997), hSmt3
(Mannen et al., 1996) und Ublluliquitin-like protein } (Shen et al., 1996).
SUMOylierung und DeSUMOylierung erfolgen mechanistisch analog zu Ubiquitinierung
und Deubiquitinierung, doch Uberlappen deren Funktionen - soweit bekannt - nur
teilweise. Klassischerweise wird der Ubiquitinierung die Rolle der Protein-Markierung
fur die proteasomale Degradation zugeschrieben (Hershko und Ciechanover, 1998a;
Laney und Hochstrasser, 1999; Varshavsky, 1997). Eine vergleichbare Funktion wurde
fir die SUMOylierung bislang nicht nachgewiesen. Stattdessen reicht deren
Funktionsspektrum von der Regulation auf Transkriptionsebene (Verger et al., 2003),
Uber die DNS-Replikation und -Reparatur (Hoege et al., 2002; Kawabe et al., 2000; Mao
et al., 2000a; Mao et al., 2000hblje Chromosomen-Segregation (Bachant et al., 2002;
Hari et al., 2001), Gber die Zell-Zyklus-Kontrolle (Sobko et al., 2002), bis zur Regulation
des aktiven Proteintransports zwischen Zytoplasma und Zellkern (Mahajan et al., 1997,
Mahajan et al., 1998; Matunis et al., 1996; Matunis et al., 1998; Saitoh et al., 1997,
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Stade et al., 2002). Diese breite Spannweite lasst sich durchaus mit der Vielseitigkeit der
mittlerweile fur die Ubiquitinierung definierten Funktionen vergleichen. Daraus folgt,
dass SUMO1, genau wie Ubiquitin, als Regulationsschalter intrazellularer Vorgénge

dienen kann.

2.2 Ubiquitinierung

2.2.1 Konjugierende Enzymkaskade und Dekonjugation

Ubiquitin wird als Fusionsprotein (Ubiquitin-Ubiquitin; ribosomales Protein-Ubiquitin)
synthetisiert. Nach hydrolytischer Spaltung durch Ubiquitin-spezifische C-terminale
Hydrolasen @biquitin arboxy-terminal_lgdrolases UCH) liegt es als Protein mit

76 Aminosauren (AS) vor, dessen C-Terminus mit zwei Glycin-Resten (,GG-Motiv*)
endet. Dieses GG-Motiv ist fur die spatere Konjugation des Ubiquitins essentiell.

Die konjugierende Enzymkaskade setzt sich aus einem aktivierenden (E1-Enzym), einem
konjugierenden (E2-Enzym) und einem verknipfenden Schritt (E3-Enzym) zusammen
(Abb. 2.1). FUr den aktivierenden Schritt in der Ubiquitinierung ist als einziges
E1-Enzym das in verschiedenen Organismen hochkonserviert vorliegende Ubal bekannt
(Haas und Rose, 1982; Haas et 4PB82). Ubal katalysiert unter ATP-Hydrolyse
zunachst die Bildung eines Ubiquitinadenylats. Im Anschluss daran wird, bei
gleichzeitiger Freisetzung des AMP, das Ubiquitin auf die Thiolgruppe des konservierten
Cystein-Rests im aktiven Zentrum des Ubal Ubertragen. Dabei entsteht zwischen dem
Cystein (Ubal) und G76 (Ubiquitin) eine energiereiche Thioesterbindung. Das so
aktivierte Ubiquitin wird durch Transesterifizierung vom E1-Enzym auf eines der vielen
E2-Enzyme der Ubiquitinierungubiquitin @njugating enzymeUBC) Ubertragen
(Hershko, 1983). Charakteristisches Merkmal der E2-Enzyme ist die Ubiquitin-
konjugierende Doméane (UBC-Domaéne), in der das aktive Zentrum mit dem Akzeptor-

Cystein lokalisiert ist. Die E2-Enzyme bilden eine grof3e, hochkonservierte Protein-
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Familie (Hochstrasser, 1996; Matuschewski et al., 19968.Irterevisiagkonnten

11 verschiedene E2-Enzyme identifiziert werden, die spezifisch an den zahlreichen
Funktionen der Ubiquitinierung beteiligt sind (Pickart, 2001). Die E2-Enzyme Ubertragen
das Ubiquitin direkt oder mit Hilfe einer Ubiquitin-E3-Ligase (E3-Enzym) auf ein
Substrat. Die Konjugation endet mit der Ausbildung einer Isopeptidbindung zwischen
dem G76 und dea-Aminogruppe eines Lysins im Substrat (Weissman, 2001).

An der Regulation der Ubiquitinierung nimmt das E3-Enzym erheblichen Anteil.
Die bislang bekannten Ubiquitin-E3-Ligasen gehéren zu zwei Protein-Familien:
den HECT-E3-Ligasenhpmologous to &AP @arboxy erminus HECT) oder den
RING-Finger-E3-Ligasenréally interesting_ew gene RING). Die E3-Ligasen mit
HECT-Domaéne besitzen eine ca. 350 AS grol3e Domé&ne mit konserviertem Cystein-Rest
(Huibregtse et al., 1995), der mit Ubiquitin einen Thioester bildet, bevor das Ubiquitin
mit dem Akzeptor-Lysin im Substrat verknipft wird. Die E3-Ligasen mit RING-Finger-
Struktur bilden keinen Thioester mit Ubiquitin, sind jedoch fir die Interaktion zwischen
Substrat und E2-Ubiquitin-Intermediat essentiell (Deshaies, 1999; Lorick et al., 1999).
Die RING-Domane umfasst ca. 70 AS mit mehreren Cystein- und Histidin-Resten, deren
Abstand die Bindung von zwei Zink-lonen ermdglicht und so zu einer charakteristischen
globularen Konformation fuhrt (Borden, 2000). Einige der RING-Finger-E3-Ligasen
bestehen aus mehreren Untereinheiten. Beispiele sind der APC-Korapksh@se-
promoting-omplex APC) und der SCF-Komplex3{pl-Qullin-F-box protein SCF)
(Pickart, 2001).

Ein bereits ubiquitiniertes Protein kann an weiteren eigenen Lysin-Resten mono-
ubiquitiniert oder tber Lysin-Reste im Ubiquitin (K6, K11, K27, K29, K33, K48, K63)
poly-ubiquitiniert werden. Die regulierenden Signale, die zwischen Mono- und Poly-
Ubiquitinierung unterscheiden, sind noch weitgehend unbekannt. Unter anderem werden
Schutzmechanismen vermutet (Adapter-Proteine, Ubiquitin-Bindungsdoménen im
modifizierten Protein), die das Mono-Ubiquitin vor weiterer Enzym-Interaktion schitzen
(Kang et al., 2003).
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Ubiquitinierung.

Ubiquitinierung fuhrt zur Ausbildung einer Isopeptidbindung zwischen dem C-terminalen G76 des
Ubiquitins und dee-Aminogruppe eines Lysins im Substrat. Katalysiert wird die Modifikation von einem
aktivierenden E1), einem konjugierenderER) und einem verbindenden Enzyig3), die Demodifikation

von spezifischen Cystein-Proteasderfiodifizierende Enzymag.

(Ub: Mono-Ubiquitin;[ ]: die Klammern stehen fiir eine variable Anzahl konjugierter Ubiquitin-Einheiten)

Die Demodifikation der mono- und poly-ubiquitinierten Proteine wird, wie die Ubiquitin-
Prozessierung, von deubiquitinierenden Enzymen katalysiert. In der Hefe sind
19 Ubiquitin-Proteasen bekannt, in Saugerzellen wesentlich mehr. Diese werden in zwei
Klassen spezifischer Cystein-Proteasen unterteilt. Die Klasse der C-terminalen
Hydrolasen gbiquitin carboxy-terminal _lgdrolases UCH) prozessieren das als
Fusionsprotein exprimierte Ubiquitin. Die Ubiquitin-spezifischen Proteadgqu(tin-
specific_proteasedJBP) spalten die Isopeptidbindungen der Poly-Ubiquitin-Ketten und
ubiquitinierter Substrate (Wilkinson, 2000).

2.1.2 Ubiquitinierungssignal und Ubiquitin-Bindungsstelle

Voraussetzung fur die Ubiquitinierung eines Proteins ist dessen Ubiquitinierungssignal.
Damit eine Ubiquitin-E3-Ligase spezifisch binden kann, muss das auf einem Sequenz-
und/oder Strukturmotiv basierende Signal im Protein zuganglich vorliegen. Daraus folgt,

dass die E3-Ligasen in der Ubiquitinierung die Trager der Substrat-Spezifitdt sind



Einleitung 8

(Laney und Hochstrasser, 1999; Pickart, 2001). Haufig ist das Ubiquitinierungssignal
eine Abfolge weniger Aminoséuren in der Primarsequenz des Substrats (Pickart, 2001).
Eines der ersten Ubiquitinierungssignale wurde in mitotischen Cyclinen und Substraten
des APC-Komplexes entdeckt und abiestruction bok bezeichnet (Deshaies, 1999;
Glotzer et al., 1991; Koepp et al., 1999; Page und Hieter, 1999). In Bindungsstudien
wurde bewiesen, dass sowohl die Aminosauren der Primar-Sequenz (Glotzer et al., 1991,
Yamano et al., 1998) als auch die Konformation der Signalsequenz die Affinitat zwischen
Substrat und E3-Ligase beeinflusqi,aney und Hochstrasser, 1999).

Der Konformationseinfluss konnte anhand der Strukturdaten verschiedener
Ubiquitinierungssignale bestatigt werden (,destruction box" (Jiang und Basavappa, 1999;
Yamanaka et al., 2000), LLVRGRTLVV (Lawson et al., 1999), hydrophobe Oberflache
(Johnson et al., 1998; Laney und Hochstrasser, 1999)). Ubiquitinierungssignale, die eine
Veranderung der Konformation des Proteins herbeifiihren sind z.B. die Phosphorylierung,
die Bindung eines Adapter-Proteins oder die Veranderungen durch Fragmentierung,
Oxidation oder Alterung (Hershko und Ciechanover, 1998b; Laney und Hochstrasser,
1999; Strous und Govers, 1999).

Im Gegensatz zu den definierten Sequenz- und Strukturmotiven des
Ubiquitinierungssignals scheint fur die Ubiquitin-Bindungsstelle (Akzeptor-Lysin)
normalerweise keine Konsensus-Sequenz zu existieren. Studien mit Lysin-zu-Arginin-
Mutanten bereits bekannter Akzeptor-Lysine zeigten bei verschiedenen Substraten bzgl.

ihrer Ubiquitinierung keinen Unterschied zum Wildtyp-Verhalten (Pickart, 2001).

2.1.3 Physiologische Funktionen der Ubiquitinierung

Die Markierung von Proteinen zur Degradation durch das 26S-Proteasom wird als
klassische Funktion der Ubiquitinierung betrachtet (Chau et al., 1989; Hershko und
Ciechanover, 1998b; Hochstrasser, 1996). Das erforderliche Erkennungsmerkmal ist die
Poly-Ubiquitinierung mit K48-verkntpften Ubiquitin-Untereinheiten. Der hochspezifisch

regulierte Ubiquitinierungsmechanismus ermdglicht die Ubersetzung diverser
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Degradationssignale (Ubiquitinierungssignale) unterschiedlichster Substrate in ein
einziges sekundares Signal - die Poly-Ubiquitin-Kette. Regulatorische Funktionen der
Ubiquitin-abhangigen proteasomalen Degradation sind z.B. die Progression des Zell-
Zyklus (Koepp et al., 1999), die Induktion der inflammatorischen Antwort
(Ghosh et al., 1998) oder die Antigen-Prasentation (Rock und Goldberg, 1999).

Neben dem sekundaren Signal der K48-verknipften Poly-Ubiquitin-Ketten sind auch
K63-Verknipfungen bekannt. Diese Protein-Markierung ist in nicht-proteolytischen
Prozessen involviert: DNS-Reparatur (Hofmann und Pickart, 1999; Spence et al., 1995),
Funktion der Ribosomen (Spence et al., 2000), Vererbung mitochondrialer DNS
(Fisk und Yaffe, 1999), Stress-Antwort (Arnason und Ellison, 1994) Endozytose
(Galan und Haguenauer-Tsapis, 1997).

Obwohl in den Anfangen der Ubiquitin-Forschung bereits die Mono-Ubiquitinierung der
Substrate H2A und H2B beschrieben wurde, sind deren Funktionen erst in den letzten
Jahren entdeckt worden. Mono-ubiquitinierte Proteine sind entweder an nicht-
proteolytischen Regulationsmechanismen (Protein-Sortierung; intranuklearer Transport;
Gen-Expression; Prozessierung) beteiligt oder werden der Endozytose mit anschliel3ender

Proteolyse (Hefe: in der Vakuole, Eukaryont: im Lysosom) zugefuhrt (Hicke, 1999).

2.3 SUMOylierung

2.3.1 SUMOL1 inmitten Ubiquitin-&hnlicher Proteine und Ubiquitin

Die Ubiquitin-ahnlichen Proteine, deren meisten Vertreter erst in den letzten zehn Jahren
identifiziert wurden, werden in zwei Klassen unterteilt: Proteine mit Ubiquitin-Domane
(ubiquitin-domain poteing UDP) und Ubiquitin-&hnliche Modifiziereubiquitin-like
modifiers UBL) (Hochstrasser, 2000; Jentsch und Pyrowolakis, 2000;
Mdller et al., 2001). Die Proteine mit Ubiquitin-Domane weisen zwar eine mit Ubiquitin

verwandte Doméne auf, kbnnen aber mit anderen Proteinen nicht kovalent verknlpft
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werden (z.B. Parkin, RAD23, DSK2). Die Ubiquitin-dhnlichen Modifizierer werden
hingegen in Analogie zu Ubiquitin kovalent mit Substraten verbunden. Zu dieser Klasse
gehoren Aut7, 1ISG-15, Nedd8/Rubl und die SUMO-Proteine (Abb. 2.2).

N-Terminus C-Terminus

Ubiquitin, Nedd8

Hum ubi MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQORLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG

[UBIQ_ HUMAN]

Hum Nedd8 MLIKVKTLTGKEIEIDIEPTDKVERIKERVEEKEGIPPQQORLIYSGKQMNDEKTAADYKILGGSVLHLVLALRGGE GGLRQ
[BAA04889.1]

SUMO1

Hum SUMO1 MSDQEAKPSTEDLGDKKEGE YIKLKVIGQDSSEIHFKVKMTTHLKKLKESYCQRQGVPMNSLRFLFEGQRIADNHTPKELGMEEEDVIEVYQEQTGE HSTV
[SM33_HUMAN]

Xen SUMO1 MSDQEAKPSSEDLGDKKDGGD YIKLKVIGQDSSEIHFKVKMTTHLKKLKESYRQRQGVPMNSLRFLFEGQRISDHQTPKELGMEEEDVIEVYQEQTGGE FHSTE
[CAB09807]

Zeb SUMO1l MSDTETKPSSDGGEKKDGE YIKLKVIGODNSEIHFKVKMTTHLKKLKESYSQRQGVPVNSLXFFFEGQRITDNLTPKELGMEDEDVIEVYQEQTGE CRND
[AI545352]

Cae SUMO1l MADDAAQAGDNAE YIKIKVVGQDSNEVHFRVKYGTSMAKLKKSYADRTGVAVNSLRFLFDGRRINDDDTPKTLEMEDDDVIEVYQEQLGG I
[SMT3 CAEEL]

SUMO2/3

Xen SUMO2 MADDKPKEGVKTENND HINLKVAGQDGSVVQFKIKRQTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIRFRFDWLPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGE SF
[AI031364]

Hum SUMO2 MSEEKPKEGVKTEND HINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTSLSKLMKAYCERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLRMEDEDTIDVFQQQTGE VPESSLAGHSE
[SM31_HUMAN]

Zeb SUMO2 MSEEKPKEGVKTEND HINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSIRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQOQTGE SC
[AI883590]

Hum SUMO3 MADEKPKEGVKTENND HINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQOQTGE VY
[SM32_HUMAN]

Dro SUMO MSDEKKGGETE HINLKVLGQDNAVVQFKIKKHTPLRKLMNAYCDRAGLSMQVVRFRFDGQPINENDTPTSLEMEEGDTIEVYQQQTGG AP
[AAD19219]

sil SUMO MADEKKGENE HINLKVLGQDNAIVQFKIKKHTPLRKLMHAYCDRAGLSMQVVRFRFDGQPINGNDTPTSLEMEEGDTIEVYQQQTGE VSLVXI
[AU004547]

Abbildung 2.2: Sequenz-Homologievergleich von Ubiquitin, Nedd8 und SUMO-Proteinen (human).
(gelb: Unstrukturierte und flexible N-terminale Sequenz der SUMO-Protegnén: C-terminales
GG-Motiv; rot (Buchstaben)N-terminales Sequenz-Motiv (D/E)xKBrange (Buchstaben)hydrolytisch
abgespaltene C-terminale AS)

Die mittlerweile in Metazoen, Protozoen, Pflanzen und Hefen/Pilzen entdeckten SUMO-
Proteine bilden unter den Ubiquitin-ahnlichen Modifizierern eine eigene Familie
(Melchior, 2000). In einigen Spezies der Metazoen existiert nur ein einziges SUMO-Gen,
das menschliche Genom besitzt insgesamt drei Gene #ndhalianaliegen sogar acht
SUMO-Gene vor (Kurepa et al., 2003). Die humanen Proteine SUMO2 und SUMO3 sind
zu 87% identisch, SUMOL1 teilt mit SUMO2/3 jedoch nur 47% ldentitat. Auf dieser
Tatsache beruht die Gliederung der SUMO-Protein-Familie in zwei grol3e Untergruppen.
Die SUMO1-Proteine der Metazoen sind denen aus Hefe und Pilzen &hnlicher und die
SUMOZ2/3-Proteine gleichen eher den SUMO-Proteinen der Pflanzen.

SUMO-Proteine scheinen in Eukaryonten ubiquitar exprimiert zu werden (Chen et al.,
1998; Howe et al., 1998; Lapenta et al., 1997; Mannen et al., 1996; Shen et al., 1996) und



Einleitung 11

in S. cerevisiassind Smt3p und dessen Konjugation essentiell (Johnson und Blobel,
1997; Johnson et al., 1997; Meluh und Koshland, 1995). Die weite Verbreitung der
SUMO-Proteine in Spezies unterschiedlicher Stufen der Evolution kann zuséatzlich als

Beleg fur deren essentielle Funktionen gesehen werden (Hochstrasser, 2000).

Obwohl einige der Ubiquitin-dhnlichen Proteine auf Primarsequenz-Ebene nicht mehr
mit Ubiquitin verwandt sind, zeichnen sie sich alle durch das Ubiquitin-Faltungsmotiv
BBaBpap aus. Dieses besteht in seinen Grundzigen aus ethilix, die mehrere
[-Faltblattstrukturen dicht gepackt umschliel3en (Abb. 2.3). Wie NMR-Studien zeigen
gilt dies auch fur SUMO1, das - obwohl es zu Ubiquitin nur 18% identisch ist - eine
ahnliche Struktur aufweist (Bayer et al., 1998; Jin et al., 2001).

Hauptunterschied der 3-D-Strukturen von SUMO1 und Ubiquitin ist ein flexibler,
unstrukturierter N-Terminus in SUMO1 (Abb. 2.3). Dieses Strukturmerkmal der SUMO-
Proteine setzt sich Gberwiegend aus geladenen Aminosauren, Glycin- und Prolin-Resten
zusammen (Abb. 2.2, 2.3). Die Lange des N-Terminus variiert unter den Mitgliedern der
SUMO-Protein-Familie zwischen 11-35 AS, diese Variabilitat trifft auch auf die
verschiedenen SUMO-Proteine innerhalb einer Spezies zu. In einigen SUMO-Proteinen
weist diese N-terminale Sequenz das Motiv (D/E)xKP auf, dem jedoch bislang noch
keine Funktion zugewiesen werden konnte (Abb. 2.2).

Als ein wichtiger und markanter Unterschied zwischen SUMO21 und Ubiquitin ist deren
isoelektrischer Punkt zu erwdhnen, der fir SUMO1 bei 4,5 und fur Ubiquitin bei 9,2
liegt.
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SUMO1
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Ubiquitin
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Ubiquitin-Faltungsmotiv:

BRapBaf

Abbildung 2.3:

Sequenz- und Strukturvergleich von
SUMO1 zu Ubiquitin.

SUMO1 (human) und Ubiquitin
(human) als Struktur-Balkendiagramm
samt korrespondierender Protein-
Sequenz und als 3-D-Struktur

(Bayer et al., 1998).

(grau: C-terminales GG-Motivgrun:
Ubiquitin B-Faltblattstrukturyot: a-Helix)

2.1.2 SUMQO'’s konjugierende Enzymkaskade und Dekonjugation

Die Strukturverwandtschaft zwischen SUMO1 und Ubiquitin zieht einen ahnlichen
Konjugationsmechanismus nach sich. Die SUMOylierung wird analog zur
Ubiquitinierung in mehreren Schritten (Prozessierung, Aktivierung, Konjugation,
Ligation) enzymatisch katalysiert. Im Gegensatz zu Ubiquitin werden SUMO-Proteine
nicht als Fusionsprotein, sondern mit C-terminalem Uberhang von nur wenigen

Aminosauren exprimiert. Spezifische SUMO-Proteasen katalysieren die Prozessierung
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des Vorlauferproteins. Von SUMO1 werden beispielsweise vier AS (HSTV) hydrolytisch

abgespalten, um das fir die Konjugation essentielle GG-Motiv freizulegen.

Prozessierung

Modifikation Demodifikation

R

ATP
+PPi
s s - @

aktivierendes
Enzym

© @ -®

konjugierendes
Enzym

E3
verbindendes
Enzym

SUMO

viele
Substrate

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der SUMOylierung mit den die Prozessierung, die
Modifikation und die Demodifikation katalysierenden Enzymen.

SUMO @
RanGAP1

=z

Fur die SUMOylierung ist - wie fur die Ubiquitinierung - nur ein einziges E1-Enzym, das
Heterodimer Aosl/Uba2 bekannt. Aos1l/Uba2 aktiviert SUMO durch Adenylierung und
bildet zwischen dem aktiven Cystein in Uba2 und dem C-terminalen Glycin des SUMO-
Proteins (SUMO1: G97) einen Thioester aus. Aosl (38 kDa) entspricht der N-terminalen,
Uba2 (72 kDa) der C-terminalen Sequenz des Ubiquitin-E1-Enzyms (Ubal).
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Beide Untereinheiten sind von der Hefe bis zum Menschen konserviert und werden in
allen Geweben exprimiert (Melchior, 2000). Ein detaillierter Reaktionsmechanismus fur
alle E1-Enzyme wurde von der Struktur des E1-Enzyms der Nedd8-Modifikation
(AppBP1/Uba3) abgeleitefWwalden et al., 2003). Basierend auf drei Domdanen
(Adenylierungsdomane, El-spezifische Domane, E2-Erkennungsdomaéne), die strukturell
zwei Bindungsspalten bilden, werden die Ablaufe so koordiniert, dass eine Reaktion die
nachste nach sich zieht. Die C-terminale El-spezifische Domane besitzt das Nukleotid-
Bindungsmotiv und den aktiven Cystein-Rest (Hatfield et al., 1990; Johnson et al., 1997,
Liakopoulos et al., 1998; Osaka et al., 1998). Die E2-Erkennungsdomane besitzt - mit
Ausnahme eines entgegengesetzt orientigdtEaltblatts - das Ubiquitin-Faltungsmotiv,
welches als Interaktionsflache fur die E2-Bindung in Frage kommt (Bencsath et al., 2002;
Kitada et al., 1998; Pickart et al., 1994; Stebbins et al., 1999).

Abbildung 2.5:

Struktur-basiertes Modell der E1-Enzym-
Reaktion Ubiquitin-ahnlicher Modifizierer.

Cyan: AppBP1, E1-Enzym-Untereinheitpt:
Uba3, E1-Enzym-Untereinheigrau: Nedd8,
Modifizierer; orange: Ubcl2, E2-Enzym.
Gelber Balken: katalytisches Cystein in E1- und
E2-Enzym.

A, AppBP1-Uba3 Adenylierungsdomaéne;

CC, katalytische Cystein-Domaéne;

U, Ubiquitin-ahnliche Domaéne.

(1) erste Adenylierungsreaktion: Nukleotid-
Bindung an Bindungsspalte 1Cleftl) und
Nedd8-Bindung an Bindungsspalte CIlgft2);
(2) Thioesterbildung: zwischen katalytisahe
Cystein (Uba3) und Nedd8;(3) zweite
Adenylierungsreaktion: ein zweites Molekul
Nedd8 wird adenyliert;(4) E1-E2-Enzym-
Transfer: ein in Bindungsspalte 1 erneu
gebundenes Nukleotid erméglicht die Bindung
des E2-Enzyms (Cleftl) und bewirkt den Transfe
des E1-Thioester-gebundenen Nedd8 auf das E2-
Enzym, unter Ausbildung des Thioesters
zwischen E2-Enzym und Modifizierer.
Entnommen: (Walden et al., 2003)

Fur den zweiten Schritt der Enzymkaskade ist in der SUMOylierung einzig Ubc9 als
E2-Enzym bekannt. Die erneute Ausbildung eines Thioesters findet zwischen C93
(Ubc9) und G97 (SUMO1) statt. Die E2-Enzyme aller Ubiquitin-ahnlichen Modifizierer
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besitzen eine stark konservierte Topologie ihrer Basis-Doméne, in der das aktive Cystein
auf einem Verbindungsstiick zwischen Faltb[@t-und Helixer2 lokalisiert ist.
Nach strukturellen Unterschieden lassen sich die E2-Enzyme in vier Kategorien

einordnen, nach denen Ubc9 der Klasse | angehort (Tab. 2.2).

Tabelle 2.2: Struktur-Kategorien der konjugierenden E2-Enzyme.

Klasse |Struktur der konjugierenden E2-Enzyme

I ungefahr 150 AS samt aktivem Cystein

Il zusatzlich N-terminale Verlangerung

i zusatzlich C-terminale Verlangerung

v zusatzlich N- und C-terminale Verlangerung

Entnommen: (Goettsch und Bayer, 2002)

Ein E2-Enzym mul} Interaktionen mit bis zu vier verschiedenen Bindungspartnern
eingehen: E1-Enzym, Modifizierer, E3-Ligase und Substrag.Inerevisiaavurde am
Beispiel des Smt3p gezeigt, dass die E1-Enzym-Bindung - nicht die Bindung des
Modifizierers - fUr die Ausbildung des Thioesters zwischen E2-Enzym und Modifizierer
entscheidend ist (Bencsath et al., 2002). Da eine nicht-kovalente Bindung des E1-Enzyms
mit dem modifizierenden Protein ausgeschlossen wird (Bencsath et al., 2002;
Ciechanover et al., 1982; Haas et al., 1982), kann die E2-Enzym-Bindung an das korrekte
E1-Enzym gleichzeitig als Selektion fir das modifizierende Protein gesehen werden
(Abb. 2.5). Die spezifische Interaktion mit dem E1-Enzym-Modifizierer-Adenylat-
Komplex wird den konservierten Aminosauren der E2-Enzyme zugeschrieben, die
flexible E3-Ligase- und Substrat-Bindung den nicht-konservierten Aminosauren
(Goettsch und Bayer, 2002).

Im dritten Schritt der Enzymkaskade wird die Verknupfung des aktivierten SUMO mit
dere-Aminogruppe eines Lysins im Substrat katalysiert. Erst in den letzten zwei Jahren
wurden SUMO-E3-Ligasen entdeckt. Diese gehéren drei verschiedenen Proteinfamilien
an. Die meisten der identifizierten SUMO-E3-Ligasen gehdren der PIAS-Protein-Familie
(Protein inhibitor of activated J AT, PIAS) an (Hochstrasser, 2001; Jackson, 2001).

Es wird spekuliert, dass diese analog zu den Ubiquitin-E3-Ligasen eine RING-Finger-
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ahnliche Struktur besitzen, die fur ihre E3-Ligase-Aktivitat essentiell iS. berevisiae

sind zwei (Sizl, Siz2) (Johnson und Gupta, 2001; Takahashi et al., 2001), in Saugern
bislang funf PIAS-Proteine (PIAS1, PIAS3, PIASXPIASX3, PIASy) bekannt

(Tab. 2.3). Die zweite Art der SUMO-E3-Ligasen reprasentiert ein einziger Vertreter:
RanBP2/Nup358GTPase Ranihding grotein 2 RanBP2;nucleoprin 358 Nup358).

Das nur in Vertebraten vorkommende Protein ist eine Komponente der zytoplasmatischen
Filamente am Zellkernporenkomplex. Ein 30 kDa grofes Fragment des insgesamt
358 kDa groRBRen Proteins kann die SUMOylierumg vitro verstarken
(Pichler et al., 2002). Da es zwar mit Ubc9, jedoch mit keinem der gefundenen Substrate
zu interagieren scheint, fungiert RanBP2 moglicherweise als allosterischer Kofaktor des
Ubc9. Die dritte Art der SUMO-E3-Ligasen vertritt das humane Pc2 (Kagey et al., 2003).
Es gehort der Familie der ,Polymb-Proteine” an, die durch Bildung grof3er multimerer

Komplexe (JPcG-bodie¥) Transkription inhibieren.

Tabelle 2.3: SUMO-E3-Ligasen der Sauger und deren bislang identifizierten Substrate.

E3-Ligase | Substrat | Referenzen

1. PIAS-Proteine

PIAS1 AR; c-Jun; CtBP1; (Kahyo et al., 2001; Kotaja et al., 2002a; Kotaja et al.,
GRIP1; p53; Sp3 2002b; Lin et al., 2003b; Nishida und Yasuda, 2002;

Sapetschnig et al., 2002; Schmidt und Muller, 2002)

PIAS3 IRF-1 (Nakagawa und Yokosawa, 2002)

PIASxa / ARIP3 AR; c-Jun; Smad4; (Kotaja et al., 2002b; Lee et al., 2003; Nishida und
STAT1 Yasuda, 2002; Rogers et al., 2003)

PIASXB / Miz1 c-Jun, p53; CtBP1 (Lin et al., 2003b; Schmidt und Muller, 2002)

PIASy C/EBPa; c-Myb; (Dahle et al., 2003; Lee et al., 2003; Sachdev et al.,
LEF1: Smad4: Tcf-4 2001; Subramanian et al., 2003; Yamamoto et al., 2003)

2. RanBP2-Protein

RanBP2 / Nup358 | HDAC4; Sp100 [ (Kirsh et al., 2002; Pichler et al., 2002)

3. Pc2-Protein

Pc2 | CtBP1, CtBP2 [ (Kagey et al., 2003)

Entnommen: (Melchior et al., 2003)

In Abhangigkeit des SUMO-Substrats und der Konzentrationen des E1- und E2-Enzyms
kann SUMOylierungn vitro auch ohne die Aktivitat einer E3-Ligase stattfinden. Ob dies
auchin vivo méglich ist, konnte noch nicht eindeutig gezeigt werden.

Fur die sehr effizienten vitro SUMOylierung des RanGAPL1 der Vertebraten, die fur

kaum ein anderes Substrat festgestellt werden konnte, geben die Strukturdaten des
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RanGAP1-Ubc9-Komplexes eine mdogliche Erklarung (Bernier-Villamor et al., 2002).

Das Akzeptor-Lysin (K526) des RanGAP1 ragt direkt in die katalytische Tasche des
Ubc9 hinein. Die das Lysin flankierenden Aminosduren des SUMOylierungsmotivs

sowie die mit Ubc9 interagierenden Aminoséduren am C-Terminus von RanGAP1
scheinen den Komplex zusatzlich zu stabilisieren. Diese Strukturdaten erlauben
- zumindest fir RanGAP1 - eine Modifizierung ohne Beteiligung einer E3-Ligasgeo

Zu postulieren.

Die SUMOylierung ist ein dynamischer, reversibler Prozess, der sich aus Prozessierung,
Modifikation und Demodifikation zusammensetzt. Fur SUMO-Proteine existieren
spezifische Proteasen, die sowohl C-terminale Hydrolase-Aktivitat (SUMO-
Prozessierung) als auch Isopeptidase-Aktivitat (DeSUMOylierung) besitzen.
Obwohl Ubiquitin- und SUMO-Proteasen zu den Cystein-Proteasen gehdren, sind sie
strukturell verschieden (Mossessova und Lima, 2000). Die SUMO-Proteasen werden
nach der in S. cerevisiaguerst identifizierten Protease Ulpdb{quitin-like-protease )

als Ulpl-Protein-Familie bezeichnet (Li und Hochstrasser, 1999). Strukturell lassen sich
die SUMO-Proteasen in mehrere N-terminale und eine C-terminale Doméane unterteilen.
Die N-terminalen Domanen variieren in GroRe und Sequenz und regulieren
wahrscheinlich die intrazellulare Lokalisation, Substrat-Spezifitdt und Aktivitat der
SUMO-Proteasen (Li und Hochstrasser, 2003). Die C-terminale Doméane umfasst
ca. 200 AS und besitzt die katalytische Triade aus Cystein, Histidin und Asparagin
(Conserved Domain Database, pfam02902).

Aus der Hefe sind Ulpl (am Zellkernporenkomplex) und Ulp2/Smt4 (im Nukleoplasma)
bekannt, die in ihren Funktionsspektren nur teilweise tberlappen (Li und Hochstrasser,
1999; Li und Hochstrasser, 2000; Schwienhorst et al., 2000). Ulp1 ist essentiell und an
der Prozessierung sowie der Demodifikation beteiligt. Ulp2 ist zwar nicht essentiell, doch
fuhrt dessen Deletion deutlich zu verlangsamtem Wachstum, Chromatin-Defekten und
erhohter Sensitivitdt gegeniber DNS-Schéadigung (Li und Hochstrasser, 2000). Fur Ulp2
wird angenommen, dass es auch die Aufrechterhaltung der Chromatid-Kohasion am
Zentromer in Metaphase-Zellen aufrecht erhalt (Bachant et al., 2002). Die Ph&notypen

beider Deletionsmutanten lassen erkennen, dass nicht das Verhéltnis konjugierter zu
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nicht-konjugierter SUMO-Substrate, sondern die reversible Modifikation an sich
entscheidend ist (Li und Hochstrasser, 2003).

Im Genom der Sauger sind insgesamt sieben Gene fur Ulpl-Proteasen zu finden, von
denen fur das Produkt des Gens SENP8, Nedpl/Denl, nicht Spezifitdt fuir SUMO,
sondern fir Nedd8 nachgewiesen wurde (NCBI UniGene Datenbank:
www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene). Neben den in voller La&nge exprimierten Proteasen
existieren mehrere, aus ,alternativem Splicing” hervorgegangene, kirzere Isoformen.
Die Nomenklatur der Gene, aller bekannten exprimierten Proteasen und ,Splice“-

Varianten sowie deren Spezifitat und Lokalisation, sind in Tabelle 2.4 zusammengefasst.

Tabelle 2.4: Ulp1-Protein-Familie der Sauger.

Gen / Spezifitat | Protein / GréRe Lokalisation Referenz
SENP1/SUMO hSenpl / 643 AS Nukleoplasma; (Bailey und O'Hare, 2002;
Kernkorper, Gong et al., 2000)
Zellkernperipherie
mSenpl /640 AS P5911
SENP2 / SUMO hSenp2 /589 AS Zellkernporenkomplex (Hang und Dasso, 2002;
Zhang et al., 2002)
mSenp2 /588 AS Q917X6
rAxam /588 AS Zellkern (Kadoya et al., 2002)
mAxam2 / Zytoplasma, (Nishida et al., 2001)
mSmt3IP2 / 541 AS Vesikel-assoziiert
mSuPr-1 / 507 AS PML-Korper (Best et al., 2002)
SENP3/SUMO hSenp3/574 AS Q9H4L4
mSmt3IP1 / 568 AS Nukleoli (Nishida et al., 2000)
SENP5/? hSenp5/ 755 AS Q96H10
SENP6 / SUMO hSuspl /1112 AS Zytoplasma (Kim et al., 2000)
SENP7/? hSenp7 /984 AS QIBOF6
SENPS8 / Nedd8 Nedpl/Denl /212 AS (Gan-Erdene et al., 2003;
Mendoza et al., 2003; Wu
et al., 2003)

Zusammenstellung bislang bekannter Ulp1-Proteasen, deren Isoformen der Sauger sowie deren zellulare
Lokalisationen. Entnommen: (Melchior et al., 2003)

Senp6/Suspl (Zytoplasma) scheint - zumindestitro - ausschliel3lich Hydrolase-
Aktivitat auszutibertKim et al., 2000), Smt3IP1 und Axam2 zeigen Substratspezifitat fur
SUMO2/3 (Nishida et al., 2001; Nishida et al., 2000), Senpl, Senp2 und Axam sind
sowohl gegentuber SUMO1 als auch SUMO2/3 aktiv (Gong et al., 2000;
Kadoya et al., 2002; Zhang et al., 2002). Ob die Funktions- und Substratspezifitaten

lokalisationsabhangig und/oder eventuell auch speziesabhangig sind, konnte noch nicht



Einleitung 19

geklart werden (Melchior et al., 2003). Allerdings lasst sich am Beispiel des SUMO1-
Substrats RanGAPL1 fur die Substratspezifitdit der SUMO-Proteasen ein kombinierter
Einfluss katalytischer Eigenschaften und intrazellularer Lokalisation ableiten. Senpl
demodifiziert RanGAP1*SUMOL1 zwan vitro, aber eine Uberexpression von Senpl
fihrt nicht zur DeSUMOylierung des an den zytoplasmatischen Fibrillen des
Zellkernporenkomplexes assoziierten RanGAP1*SUMOL1. Das im Nukleus lokalisierte
Tumor-Suppressor-Gen PMIpronyelocytic_eukemid wird hingegen unter gleichen
Bedingungen deSUMOyliert (Gong et al., 2000). Ein ahnlicher Zusammenhang wurde
fur Ulpl in S. pombeezeigt, dessen Zellzyklus-abhangige Lokalisation (S-/G2-Phase:
Zellkernperipherie; Anaphase: Nukleus) Einfluss auf die Substrat-Spezifitat der SUMO-

Protease nimmt (Taylor et al., 2002).

A Konjugation: B Prozessierung, Dekonjugation:
El-, E2-, E3-Enzyme SUMO-Proteasen
Zytoplasma Zytoplasma
i l Axam?2
L. P e
- ZPK
AN
5
\
-
PcG “
body Zellkern nucleolus Zellkern

Abbildung 2.6: Zellulare Lokalisation der an den Schritten der SUMOylierung beteiligten Enzyme.

(A) Enzyme der SUMO-ModifikatiorDas aktivierende E1-Enzymosl/Uba2lokalisiert vorwiegend im
Zellkern, das konjugierende E2-Enzytdbc9 wurde hauptsachlich im Nukleus und am
Zellkernporenkomplex4PK) nachgewiesen. Bemerkung: Beide Enzyme sind vorwiegend nuklear
vorhanden, finden sich aber in geringer Konzentration auch im Zytopl&im&-E3-Ligasen lokalisieren

im Nukleoplasma und irKernkérperchen, die E3-LigasePc2in ,PcG-bodies” und die E3-Ligase
RanBP2ist Teil des Zellkernporenkomplexes.

(B) Enzyme der SUMO-Prozessierung und -DemodifikatiBenpl-3und Senp6 werden von unter-
schiedlichen Genen kodieBuPR1undAxamz2 sind ,Splice“-Varianten voisenp2

Bemerkung: Einige der hier gezeigten Lokalisationen basieren ausschlie3lich auf Daten Uberexprimierter
Fusionsproteine. Entnommen: (Melchior et al., 2003)
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Die modifizierenden Enzyme (Aos1/Uba2, Ubc9, E3-Ligasen) lokalisieren verstarkt im
Zellkern und am Zellkernporenkomplex, die prozessierenden/demodifizierenden Enzyme
(SUMO-Proteasen) sind im Zellkern und im Zytoplasma vorhanden (Abb. 2.6).
Daraus resultierend kann angenommen werden, dass reversible Modifikation sowohl im

Zellkern als auch im Zytoplasma und am Zellkernporenkomplex stattfinden kann.

2.1.3 SUMOylierungssignal und SUMO-Bindungsstelle

Im Unterschied zu den Signalsequenzen der Ubiquitin-Substrate, z.B. der ,Destruction
Box* (SequenzRXALGXIXN; siehe 2.2.2), ist das SUMOylierungssignal gleichzeitig
die SUMO-Bindungsstelle mit dem fir die Modifikation benétigten Akzeptor-Lysin.
Viele SUMO-Substrate besitzen die als SUMOylierungsmotiv bezeichnete minimale
Konsensus-SequengKxXE/D (W:grol3e aliphatische AS). In RanGAP1 konnte diesem
SUMOylierungsmotiv eine entscheidende Rolle in der Interaktion mit Ubc9 (E2-Enzym)
zugeschrieben werden (Bernier-Villamor et al., 2002; Sampson et al., 2001). Ob die
Ubc9-Substrat-Interaktion fir alle SUMO-Bindungsstellen zutrifft, wurde noch nicht
Uberpruft. Zumindest liegt die fur PCNAprliferating @Il nuclear atigen in

S. cerevisia@ntdeckte untypische SUMO-Bindungsstelle TKET, vergleichbar mit dem
SUMOylierungsmotiv in RanGAP1l, in einer exponierten Proteinschleife
(Hoege et al., 2002). In einem weiteren SUMO-Substrat, Smad4, konnte neben dem
Konsensus-Motiv VKDE (K159) ein weiteres alternatives Motiv mit der Sequenz VKYC
(K113) definiert werden (Lee et al., 2003; Lin et al., 2003a).

Nach der Identifikation alternativer SUMOylierungsmotive stellt sich die Frage, ob Ubc9
verschiedene Motive erkennen kann oder ob fir die alternativen Motive weitere
Erkennungsfaktoren, z.B. E3-Ligasen, erforderlich sind. Entscheidenden Einfluss kénnte

aulRerdem die an das SUMOylierungsmotiv angrenzende Sequenz austben.
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2.1.4 Funktionen der SUMOylierung

Von den mittlerweile identifizierten Substraten ist abzuleiten, dass die SUMOylierung
wichtige zellulare Regulationsprozesse beeinflussen kann. SUMO-Substrate sind in der
Signaltransduktion, der Transkription, der DNS-Reparatur, der Chromatin-
Remodellierung, der Mitose und dem Kern-Zytoplasma-Transport involviert.
SUMOylierung ruft primar Veranderungen in der Protein- oder DNS-Interaktion hervor.
Im Fall von RanGAPL1 resultiert dies in einer Lokalisationsveranderung. Ausschlief3lich
die SUMOylierte Form von RanGAP1 bindet an RanBP2, einem Teilstlick der Filamente
des Zellkernporenkomplexes. Dies scheint eine Voraussetzung fur effizienten Kern-
Zytoplasma-Transport zu sein. Hingegen wird der Transkriptionsrepressor CtBP1 lber
eine durch SUMOylierung hervorgerufene Lokalisationsveranderung aus dem Zellkern
ins Zytoplasma in seiner Funktion inhibiert (Lin et al., 2003b).

Die Hitzeschock-induzierte SUMOylierung des Transkriptionsfaktors HSF1 scheint fur
dessen DNS-Bindung erforderlich zu sein (Hietakangas et al., 2003; Hong et al., 2001).
Im Zusammenhang mit der Funktion der Thymin-DNS-Glykosylase konnte dagegen
gezeigt werden, dass SUMOylierung zu einer Reduktion der DNS-Affinitat fihrt und
somit die bis dahin ungeklarte Frage des Abdissoziierens der Thymin-DNS-Glykosylase
im basischen Nukleotidaustausctbage _&cision _epair, BER) ubernimmt
(Hardeland et al., 2002).

Gegenspieler der SUMOylierung sind zum einen die spezifischen SUMO-Proteasen
(Abb. 2.6), zum anderen post-translationale Modifikationen, die das Akzeptor-Lysin
blockieren. Beispiele hierflir sind der Transkriptionsfaktor Sp3, flr dessen Lysin-Rest
neben der SUMOylierung auch Acetylierung nachgewiesen werden konnte. Fur beide
Modifikationen wird eine Inhibition der transkriptionellen Aktivitat angenommen (Braun

et al.,, 1999; Sapetschnig et al., 2002). Antagonistisch scheinen sich dagegen die
Funktionen der post-translationalen Modifikationen am gleichen Akzeptor-LyskiBun |

und in PCNA zu verhalten (Desterro et al., 1998; Hoege et al., 2002; Stelter und Ulrich,
2003).Fur diese beiden SUMO-Substrate wird ein Ubiquitin-Antagonismus postuliert,
der im Fall von kBa aus dem Schutz vor proteasomaler Degradation (SUMOylierung)

und der Markierung zur proteasomalen Degradation (K48-Poly-Ubiquitinierung)
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zusammengesetzt sein wirde. Im Fall von PCNA witrde die Funktion der DNS-Reparatur
(Ubiquitinierung) mit der Kombination aus deren Inhibition und einer Funktion in der
DNS-Reparatur (SUMOylierung) konkurrieren.

Die angefuihrten SUMO-Substrate und SUMOylierungsfunktionen verdeutlichen, dass
eine durch SUMOylierung hervorgerufene Veranderung der Protein-Protein- oder
Protein-DNS-Interaktion an verschiedenen Substraten zu entgegengesetzten Funktionen

fuhren kann. Daraus folgt, dass die Funktion der SUMOylierung Substrat-abhangig ist.
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2.4  Aufgabenstellung

Die SUMOylierung verlauft mechanistisch analog zur Ubiquitinierudgdifikation:
modifizierende EnzymkaskadeDemodifikation: SUMO-spezifischd’roteasen).
Als Ubiquitin-&hnliches Protein besitzt SUMO1 das mit Ubiquitin identische Ubiquitin-
Faltungsmotiv.Trotzdem weisen SUMOylierung undbiquitinierung jeweils ein
individuelles Substratspektrum auf. Folglich existieren fir die verschiedenen
post-translationalen Modifizierer Substrat-Spezifitdten, die auf der Kombination
spezifischer Enzyme sowie auf Struktur- und Sequenzunterschieden b&duiméen.
Insbesondere die ader Proteinoberflache liegendé&minosaure-Reste sollten fir

fehlerfreie Enzym- und Substrat-Interaktionen verantwortlich sein.

Ziel dieser Arbeit war zunachst, auf der Basis einer SUMO1-Mutagenese, die Funktionen
der fur SUMOL1 spezifischen Struktur- und Sequenzunterschiede (flexibler N-Terminus;
nicht-konservierte Aminoséure-Reste) zestimmen. Interessante SUMO1-Mutanten
sollten biochemisch und zellbiologisch charakterisiert werden Zusammenhange
zwischen Struktur, Sequenz und Funktion zu erkennen. Im Laufe der Arbeit ergaben sich
erste Hinweise auf eine moglich#biquitinierung von SUMO1Die Aufgabenstellung

wurde daher um die Analyse diesen Befundes erweitert.
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3 Material und Methoden

Die aufgefuhrten Methoden wurden, wenn nicht anders angegeben, aus Saghblook
(1989), Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols in Protein Science

und Current Protocolsin Cell Biology abgeleitet.

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Soweit nicht anders vermerkt, wurden Chemikalien und Feinchemikalien in Analyse-
Qualitat von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Taufkirchen), SERVA
(Heidelberg) und Roth (Karlsruhe) bezogen. In dieser Arbeit verwendetes Wasser wurde
Uber eine ,Purelab Plus UV/UF“-Filteranlage der Firma USF (Ransbach-Baumbach)
aufbereitet. Es wird im folgenden als d@Hbezeichnet.

Computeranalysen

Datenbankrecherchen (Sequenzsuche, Literaturrecherchen) wurden mit Hilfe des
,National Center for Biotechnology Information“ht{p://www.ncbi.nim.nih.gov/)
durchgefihrt. Fir Sequenzanalysen (Auswertung von DNS-Sequenzierungen, Vergleich
von Proteinsequenzen) wurde das Programm Gene Jockey Il (BIOSOFT, Cambridge,
UK) verwendet. Proteinstrukturen wurden mit dem Programm RasMol fur Macintosh

(RasMac) dargestelit.

3.1.1.1 Radiochemikalien

Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
bezogen.

Desoxycytidin-5'-fi-**P]triphosphat, Triethylammonium-Salz, 3000 Ci/mmol @/l
Pro-mix L-[**S], Gemisch aus LS]Methionin und L-{°S]Cystein zur metabolischen
Markierung, >1000 Ci/mmol, 14,3Ci/ul
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3.1.1.2 Materialien zur Filtration und Dialyse

Centricon 5K, 10K, 30K Millipore, Eschborn
MF-Millipore Membranfilter Sigma-Aldrich, Taufkirchen

UH 100/10 und 100/30 Ultrahtlsen Schleicher & Schuell, Dassel
Whatman 3 MM, Filterpapier Maidstone, England

Zentrifugen Filtereinheiten 3K, 10K, 30K  Sigma-Aldrich, Taufkirchen

3.1.1.3 Chromatographische Matrices, fertig gepackte Chromatographiesaulen

CNBr-Sepharose 4B Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Glutathion-Sepharose 4B Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Ni-Nitrilotriacetic Acid (NTA)-Agarose Qiagen, Hilden

Sepharose-Q (FF) Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Superdex75 HR 10/30 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Superdex200 HR 10/30 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Superdex200 pg HiLoad 26/60 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

3.1.1.4 Molekulargewichts- und Langenstandards
BenchMark Protein Ladder,

Protein Gré3enstandard Life Technologies, Karlsruhe
GeneRuler 100bp Ladder Plus,

DNS GrofRenstandard MBI Fermentas, St. Leon-Rot
GeneRuler 1kb Ladder Plus,

DNS GrofRenstandard MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MW-GF-200,

Gelfiltrations Marker 12-200 kDa Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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3.1.15
Amplify, Fluorographie-Reagenz

Big Dye Terminator
Cycle Sequencing RR-Mix

Desoxynucleotide Set

ECF Western Blotting Reagenz
Effectene, Transfektionsreagenz
Freund’s Adjuvant ,incomplete*
GLOW, Mounting Medium
HiSpeed™Plasmid Midi Kit

Micro BCA Protein Assay Reagent Kit
Mounting Medium

Polyfect, Transfektionsreagenz
Prime-a-Gene Markierungs System
Qiagen Plasmid Kit (Mini, Midi, Maxi)
QIAquick PCR Purification Kit
QIAquick Gel Extraction Kit

QuickChange
Site-Directed Mutagenesis Kit

RNase-Free-DNase Set
RNAeasy Kit

Rotiphorese Gel 30

Superfect, Transfektionsreagenz
Super Signal

Super Signal West Femto
(Maximum Sensitivity Substrate)

TA-Cloning Kit
TiterMax Gold, Adjuvanz

Komplexe Reagenzien und Reaktions-Sets (,Kits")

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Applied Biosystems, Foster City, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Qiagen, Hilden
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Energene, Regensburg
Qiagen, Hilden

Pierce, Rockford, USA
Molecular Probes, Eugene, USA

Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Stratagene, Heidelberg
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
Pierce, Rockford, USA

Pierce, Rockford, USA

Invitrogen, Groningen, Niederlande

CytRxCorporation, Norcross, USA
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3.1.1.6 Verbrauchsmaterial

Kunststoffware

Einmal-Kunststoffwaren 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 Zellkulturgefaf3e waren die Firmen Becton Dickinson (Heidelberg),
Greiner (Frickenhausen) und Nunc (Wiesbaden).

Einmal-Kanulen wurden von der Firma Terumo (Frankfurt), Einmal-Handschuhe von der
Firma Semperit (Wien) geliefert.

Sterilfilter stammten von den Firmen Millipore (Eschborn), Pall (Dreieich) und Renner
(Darmstadt).

Transfer-Membranen

Hybond-N+

Nylon-Transfer-Membran (0,4m) Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Immun-Blot™

PVDF-Membran (0,2um) BioRad Laboratories, Hercules, USA
PROTRAN

NC-Transfer-Membran (0,45m) Schleicher & Schuell, Dassel

Rontgenfilme
Es wurden verschiedene Rontgenfiimtypen der Firma Kodak (Stuttgart) eingesetzt:

BioMax MS, BioMax MR, X-Omat AR und X-Omat LS.

3.1.2 Puffer und Losungen

Amidoschwarz-Farbelésung 0,2% (w/v) Amidoschwarz 10B,

10% (v/v) Methanol, 2% (v/v) Essigsaure
Amidoschwarz-Entfarber 90% (v/v) Methanol, 2% (v/v) Essigséaure
Blocklésung (IF) 2% (w/v) BSA in PBS

Blockpuffer (WB) 5% (w/v) Magermilchpulver in PBS-T
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Coomassie-Farbeldsung

Coomassie-Entfarber

DNS-Auftragspuffer, 6x

FA-Gel-Puffer, 10x

FA-Gel-Laufpuffer, 1x
FA-Ldsung (IF)

Northern-Auftragspuffer, 6x

Northern-Probenpuffer

Methylenblau-Farbeldsung

P1 (Qiagen Plasmid Kit)

P2 (Qiagen Plasmid Kit)
P3 (Qiagen Plasmid Kit)
Para-FA-Losung (IF)

PBS

PBS-T
Ponceaurot-Farbeldésung

Protease-Inhibitoren-Mix
(Prot-I-Mix)

Pufferl

Puffer2

SDS-Elektrophoresepuffer

SDS-Probenpuffer, 10x

50% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsaure,
0,1% (w/v) SERVA Blue R (SERVA)

50% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsaure

10 mM Tris/HCI (pH 8,0), 50 mM EDTA,
1% (w/v) SDS, 30% (w/v) Glyzerin,
0,1% (w/v) Bromphenolblau

200 mM MOPS, 50 mM NaAc, 10 mM EDTA,
eingestellt auf pH 7,0 mit NaOH

0,7% (v/v) Formaldehyd, in FA-Gel-Puffer
3,7% (v/v) Formaldehyd in PBS

50% (w/v) Glyzerin, 1 mM EDTA,
0,1% (w/v) Bromphenolblau in FA-Gel-Puffer

50% (v/v) Formamid, 6,7% (w/v) Formaldehyd,
in FA-Gel-Puffer

0,04% (w/v) Methylenblau in SSC

50 mM Tris/HGIH 8,0), 10 mM EDTA,
100 pug/ml RNase A

200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS
3 M K-Acetat (pH 5,5)

2% (w/v) Paraformaldehyd in PBS,
eingestellt auf pH 7,4 mit NaOH

140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NdPO,,
1,8 mM KH,PQ,, eingestellt auf pH 7,5 mit NaOH

0,05% oder 0,2% (v/v) Tween-20 in PBS
0,5% (w/v) Ponceau S, 1% (v/v) Essigsaure

je ag/ml Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin und
wahlweise 0,1 mM PEFA oder 0,2 mM PMSF

6 M Guanidinium/HCI, 0,1 M NHPQO,/NaH,PQ,
(pH 6,3 oder pH 8,0)

50 mM NgHPO,/NaH,PO, (pH 8,0), 100 mM KCl,
20% (w/v) Glyzerin, 0,2% (v/v) Nonidet P-40

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS

209 mM Tris/HCI (pH 6,8), 41% (w/v) Glyzerin,
7,7% (w/v) SDS, 0,2% (w/v) Bromphenolblau,
17% (v/v)B-Mercaptoethanol
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SDS-Probenpuffer, 2x

SDS-Sammelgelpuffer
SDS-Trenngelpuffer
SSC, 20x

STE

»Stripping“-Puffer

TAE, 1x

TE
Triton-X-100-LAsung
Transferpuffer A, 5x

Transferpuffer B, 5x

Transferpuffer (Standard)

Transportpuffer, 10x

TSS

Hybridisierungslosung

100 mM Tris/HCI (pH 6,8), 20 % (w/v) Glyzerin,
4% (w/v) SDS, 0,2% (w/v) Bromphenolblau,
frisch dazu 200 mM DTT

500 mM Tris/HCI (pH 6,8), 0,1% (w/v) SDS
2,0 M Tris/HCI (pH 8,8), 0,1% (W/v) SDS

300 mM Tri-Natriumcitrat/HCI, 3 M NacCl,
eingestellt auf pH 7,0 mit NaOH

10 mM Tris/HCI (pH 7,5), 150 mM NacCl,
1 mM EDTA

60 mM Tris/HCI (pH 6,8), 2% (w/v) SDS,
100 mM (v/v)B-Mercaptoethanol

40 mM Tris, 0,1% (v/v) Essigsaure, 1 mM EDTA,
eingestellt auf pH 7,7 mit HCI

10 mM Tris/HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA
0,2% (v/v) Triton-X-100 in PBS
1,5 M Tris/HCI (pH 10,5)

125 mM Tris/HCI (pH 9,4),
200 mM 6-Aminocaprionsaure

47,9 mM Tris, 38,6 mM Glycin, 0,037% (w/v) SDS,
20% (v/v) Methanol

200 mM HEPES (pH 7,3), 1,1M KOAc,
20 mM Mg(OAc), 10 mM EGTA,
eingestellt auf pH 7,3 mit KOH

10% (w/v) Polyethylenglykol 6000,
5% (v/v) DMSO, 50 mM MgClin LB-Medium

1 M NacCl, 10% (w/v) Dextransulfat,
1% (w/v) SDS, 0,01% (w/v) Heringssperma-DNS
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3.1.3 Medien und Medienzuséatze fur die Zellkultur

3.1.3.1 Medienbestandteile und Medienzuséatze

L-Cystein, Hydrochloride Monohydrate
Stammldsung 25 mg/ml in PBS

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
mit 4,5 g/l Glucose, ohne Natriumpyruvat

DMEM mit 4,5 g/l Glucose, ohne L-Glutamin,
Natriumpyruvat, L-Cystein, L-Methionin

Fotales Kalberserum (FCS)
L-Glutamin, 100x
Joklik’'s Medium

L-Methionin, 98% (TLC),
L-2-Amino-4-(methylthio)butansaure,
Stammldsung 25 mg/ml in PBS

Natriumpyruvat, 100x
Neugeborenen Kalberserum (NCS)
Penicillin/Streptomycin, 100x
Trypsin/EDTA, 1x

3.1.3.2 Medien-Zusammensetzung

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

LifeTechnologies, Karlsruhe

LifeTechnologies, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
LifeTechnologies, Karlsruhe

LifeTechnologies, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Karlsruhe

Life Technologies, Karlsruhe

Standard-Medium DMEM mit 4,5 g/l Glucose, 10% (v/v) FCS,
(adharente HelLa-, 293T-Zellen) 100 U/ml Penicillin, 1@@ml Streptomycin
1 mM Natriumpyruvat

Standard-Medium Joklik’'s Medium, 5% (v/v) NCS,
(HeLa-Suspensionszellen) 100 U/ml Penicillin, 1@@ml Streptomycin
Pulse-Medium Hunger-Medium mit 0,05 mCi/ml Pro-mix*¥9]
Chase-Medium Standard-Medium mit 0,1 mg/ml L-Methionin,

0,12 mg/ml L-Cystein,
25 mM HEPES/KOH (pH 7,4)

Hunger-Medium DMEM mit 4,5 g/l Glucose, 10% (v/v) FCS,
100 U/ml Penicillin, 10qug/ml Streptomycin,
25 mM HEPES/KOH (pH 7,4)
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3.1.4 Medien fur die Bakterienkultur

LB-Medium 1% (w/v) Bactotrypton, 0,5% (w/v) Hefe-Extrakt, 1% (w/v) NacCl
SB-Medium  3,5% (w/v) Bactotrypton, 2% (w/v) Hefe-Extrakt, 0,5% (w/v) NaCl

Festmedien wurden durch Zugabe von 1,5% (w/v) Agar hergestelit.

Selektionsmedien enthielten 126/ml Ampicillin oder 50ug/ml Kanamycin.

3.1.5 Antikorper

Tabelle 3.1: Eingesetzte Primar- und Sekundar-Antikorper.

Priméar-Antikdrper

Antikdrper Abk. Spezifitat Spezies Bezugsquelle
anti-Aos1/ aAosl hAos-1 Ziege A.Pichler, U.Gartner,

(AS 1-380) AG Melchior, MPI fur Biochemie, Martinsried
anti-GFP(FL): | aGFP GFP Kaninchen | Santa Cruz Biotechnology,
sc-8334 (AS 1-238) Heidelberg
anti-GMP1 aGMP1 | (Klon21C7) | Maus Zymed Laboratories,

South San Francisco, USA

anti-HA.11 aHA (Klon 16B12), | Maus BADbCo,

Zelluberstand Richmond, USA
anti-His aHis (H-15) Kaninchen | Santa Cruz Biotechnology,

sc-803 Heidelberg
anti- oRG mRanGAP1 | Ziege U.Gartner,
RanGAP1 (AS 1-589) AG Melchior, MPI fur Biochemie, Martinsried
anti- oRGtail | RanGAP1tail | Kaninchen | F. Melchior,
RanGAP1tail (AS 400-589) AG Melchior, MPI fur Biochemie, Martinsried
anti-SUMO1 | aS1 hsSumMO1 Ziege diese Arbeit

(AS 1-97)
anti- aS2 hSUMO2 Ziege T.BUsgen,
SUMO2/3 (AS 1-92) AG Melchior, MPI fur Biochemie, Martinsried
anti-Ubc9 aUbc9 mUbc9 Ziege A.Pichler, U.Gartner,

(AS 1-158) AG Melchior, MPI fur Biochemie, Martinsried
anti-Ubiquitin | aUbi (Klon P4D1): | Maus Santa Cruz Biotechnology,

sc-8017

Heidelberg
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Sekundar-Antikbrper

Antikdrper Markierung Spezies Bezugsquelle

anti-Ziege IgG | (H+L), Esel Jackson Immuno Research Laboratories,
Peroxidase West Grove, USA

anti-Ziege 1gG | (H+L), Kaninchen | Sigma-Aldrich,
alkalische Phosphatase Taufkirchen

anti-Maus 1gG | (H+L), Esel Jackson Immuno Research Laboratories,
Ccy™3 West Grove, USA

anti-Maus 1gG | (H+L), Ziege Molecular Probes/MoBiTec,
Alexa Fluor 488 Gottingen

anti-Maus 1gG | (H+L), Ziege Jackson Immuno Research Laboratories,
FITC West Grove, USA

anti-Maus 1gG | (H+L), Ziege Jackson Immuno Research Laboratories,
Peroxidase West Grove, USA

Zusammenstellung der in dieser Arbeit in Immunoblot-Analysen (3.4.8.1) und Immunfluoreszenz-
Mikroskopie (3.4.8.3) eingesetzten Primar- und Sekundar-Antikorper.

3.1.6 Rekombinante Proteine

His-hAos1 (AS 1-380)
pET-28a PCR Amplifikation von EST-Klon DKFZp434J0913,
AG Melchior, MPI fur Biochemie, Martinsried

GST-hRanBPAFG (AS 2553-2838)

pGEX-3x diese Arbeit

mRanGAP1 (AS 1-589)

pET-11d AG Melchior, MPI fir Biochemie, Martinsried
CFP-mRanGAP1tail (AS 400-589)

pET-11d AG Melchior, MPI fir Biochemie, Martinsried
hSUMO1AC4 (AS 1-97)

pET-11a diese Arbeit

YFP-hSUMO1AC4 (AS 1-97)

pET-11d AG Melchior, MPI fur Biochemie, Martinsried
hUba2 (AS 1-660)

pET-11d PCR Amplifikation von EST-Klon DKFZp434DO717,

AG Melchior, MPI fur Biochemie, Martinsried

mUbc9 (AS 1-158)
pET-23a PCR Amplifikation von EST-Klon IMAGp998A061122,
AG Melchior, MPI fur Biochemie, Martinsried

GST-Ulp1 (S c) (AS 1-621)
pGEX-KG Mark Hochstrasser, Yale University, New Haven, USA
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Desweiteren wurden Enzyme 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 gewahlt.

3.1.7 DNS-Oligonukleotide

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

(Matrtinsried) bezogen.

Tabelle 3.2: Primer-DNS-Oligonukleotide.

Primer-DNS-Oligonukleotide fiir die gerichtete SUMO1-Mutagenese

1. Austausch zu Alanin

Primer-Name DNS-Sequenz

S1/E5AIKTA 5' - GTCTGACCAGGCGECAGCGCCTTCAACTG 3!

S1/ESA/KTA/r 5' - CAGT TGAAGGCGCTGCCGCCTGGTCAGAC- 3!

Lys23Ala 5' - GCGTGAATATATTGCACTTAAGGT CATTGGACAGG 3

Lys23Ala/r 5' - CCTGTCCAATGACCTTAAGTGCAATATATTCACC 3

Lys25Ala 5' - GGTGAATATATTAAGCTTGCAGT CATTGGACAGG 3

Lys25Ala/r 5' - CCTGTCCAATGACTGCAAGCTTAATATATTCACC 3

Lys45Ala 5' - CAACACATCTCGCGAAGCTTAAAGAATCATAC- 3

Lys45Ala/r 5' - GTATGATTCTTTAAGCTTCCCGAGATGIGI TG 3

Lys46Ala 5' - CAACACATCTCAAGCCACTTAAGGAATCATACTG 3

Lys46Ala/r 5' - CAGTATGATTCCTTAAGTGCCTTGAGATGTTTG 3

Arg54Ala 5' - CTCAAGAAACT TAAGGAATCATACT GTCAAGCACAGGGTGITG 3!
Arg54Ala/r 5' - GAACACCCTGTGCTTGACAGTATGATTCCTTAAGTITTCTTGAG 3'
Glug3Ala 5' - GAACTGGGAAT GGCCGAAGAAGACGTCATTGAAGT TTATC- 3
Glu83Ala/r 5' - GATAAACTTCAATGACGTCTTCTTCCGCCATTCCCAGTTC- 3
Glug4Ala 5' - GCGAATGGAGGCAGAAGACGTCATTGAAGTITTATC 3

Glu84Alalr 5' - GATAAACTTCAATGACGTCTTCTGCCTCCATTCC 3

Glu85Ala 5' - GCGAATGGAGGAAGCAGACGTCATTGAAGT TTATC- 3

Glug5Ala/r 5' - GATAAACTTCAATGACGTCTCGCTTCCTCCATTCC 3

Asp86Ala 5' - GAGGAAGAAGCT GT GATTGAAGTATACCAGGAACAAACG 3
Asp86Ala/r 5' - CGTTTGITCCTGGTATACTTCAATCACAGCTTCTTCCTC 3
Glug9Ala 5' - GATGTGATTGCAGTATACCAGGAACAAACG 3'

Glu89Ala/r 5' - CGTTTGITCCTGGTATACTGCAATCACATC- 3'

K45A/K46A 5' - CAACACATCTCGCGCCCACTTAAGGAATCATACTG 3
K45A/K46A/r 5' - CAGTATGATTCCTTAAGT GCCCCGAGATGIGTTG 3
ES83A/E84A/ES5A 5' - CTGGGAAT GCCGGECAGCAGATGTGAT TGAAGTATACCAGGAACAAACG 3!
E83A/EB4A/E85AIr 5' - CGTTTGI TCCTGGTATACTTCAATCACATCTGCTGCCGCCATTCCCAG- 3!
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2. Austausch zur analogen Aminosaure des Ubiquitins

Primer-Name

DNS-Sequenz

Tyr21lLeu 5' - GGAAGGTGAATTAATTAAGCTTAAAGTCATTGG 3

Tyr21leulr 5' - CCAATGACTTTAACGCTTAATTAATTCACCTTCC 3

Lys23Glu 5' - GGTGAATATATTGAACTTAAGGTCATTGGACAGG 3'

Lys23Glu/r 5' - CCTGTCCAATGACCTTAAGITCAATATATTCACC 3'

Phe36Leu 5' - GTGAGATTCATTTAAAAGTGAAAATG 3

Phe36Leu/r 5' - CATTTTCACTTTTAAATGAATCTCAC 3

Lys37Glu 5' - GATTCACTTCGAAGTGAAAATGAC 3'

Lys37Glu/r 5' - GTCATTTTCACTTCGAAGTGAATC- 3'

Lys39Glu 5' - GAGATTCACTTTAAAGI GGAAATGACAACAC 3'

Lys39Glu/r 5' - GTGITTGTCATTTCCACTTTAAAGIGAATCTC 3'

GIn69Lys 5' - GGITTCTCTTCGAAGGTAAGAGAATTGC 3'

GIn69Lys/r 5' - GCAATTCTCTTACCTTCGAAGAGAAACE 3'

Lys78Ser 5' - CATACTCCAAGT GAGCTCGGAATGCGAGG 3'

Lys78Ser/r 5' - CCTCCATTCCGAGCTCACTTGGAGTATG 3'

Tyr91Val 5' - GATTGAAGTTGTACAGGAACAAACG 3'

Tyr91Val/r 5' - CGITTGITCCTGTACAACTTCAATC 3’

F36L/K39E 5' - GTGAGATTCATTTAAAAGTGGAAATG 3

F36L/K39E/r 5' - CATTTCCACTTTTAAATGAATCTCAC 3

E83Q/E84K/D 5' - GAACT GGGAATGCAGAAAGAAAGT GTGAT TGAAGTATACCAGGAACAACG- 3'
E83Q/E84K/DIr 5' - CGTTTGTTCCTGGTATACT TCAATCACACTTTCTTTCTGCATTCCCATTC- 3

Q92L/E93R/Q94L

5' - GATGTGATTGAAGTATACCT GCCGACTAACGCEEEGTTAG 3!

Q92L/E93R/Q94LIr

5' - CTAACCCCCCGT TAGTCGCAGGTATACTTCAATCACATC 3’

3. Austausch hypothetischer Phosphorylierungsstellen

Primer-Name

DNS-Sequenz

Ser9Ala 5' - GGAGGCAAAACCT CCAACTGAAGACT TCGCGEGGATAAG 3

Ser9Ala/r 5' - CTTATCCCCCAAGICTTCAGITGCAGGITTTCGCCTCC 3

Ser9Asp 5' - GGAGGCAAAACCT GACACT GAAGACT TGGGEGGATAAG 3

Ser9Asp/r 5' - CTTATCCCCCAAGICTTCAGIGTCAGGITTTCGCCTCC 3

Ser9Glu 5' - GGAGGCAAAACCT GAAACT GAAGATTGCGGEGATAAG 3!

Ser9Glu/r 5' - CTTATCCCCCAAGICTTCAGITTCAGGITTTCGCCTCC 3

Thr76Ala 5' - GAATTCCTGATAATCATGCTCCAAAAGAGCT CGGAATGGAGGAAG 3'
Thr76Ala/r 5' - CTTCCTCCATTCCGAGCTCTTTTGGAGCATGATTATCAGCAATTC 3'
Thr76Asp 5' - GAATTCCTGATAATCATGATCCAAAAGAGCT CGGAATGGAGGAAG 3'
Thr76Aspir 5' - CTTCCTCCATTCCGAGCTCTTTTGGATCATGATTATCAGCAATTC 3'
Thr76Glu 5' - GAATTCCTGATAATCATGAACCAAAAGAGCT CGGAATGGAGGAAG 3'
Thr76Glu/r 5' - CTTCCTCCATTCCGAGCTCTTTTGGT TCATGATTATCAGCAATTC 3'

4. Austausch N-terminaler Lysine

Primer-Name

DNS-Sequenz

Lys7Arg 5' - CCAGGAGGCAAGGCCCTTCAACTGAGG 3

Lys7Arg/r 5' - CCTCAGITGAAGGCCTTGCCTCCTGG 3

Lys16Arg 5' - GAGGACT TGCCCGATCCGAAGGAAGGTG 3'

Lys16Arg/r 5' - CACCTTCCTTCCGATCGCCCAAGICCTC 3'

Lys17Arg 5' - GGCCGATAAGAGGGAAGGT GAATATATTAAACTCAAAGT CATTGG 3'
Lys17Arg/r 5' - CCAATGACTTTGAGI TTAATATATTCACCTTCCCTCTTATCCCCC- 3'
K16R/K17R 5' - GGACTTGGEGCGATAGGAGEGAAGGTGAATA- 3'

K16R/K17R/r

5' - TATTCACCTTCCCTCCTATCCCCCAAGTCC- 3'
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Primer-DNS-Oligonukleotide fir SUMOAGG-Konstrukte

Primer-Name DNS-Sequenz
S1AC4/ACT 5' - GAAGT TTATCAGGAACAATAGGEEGEGT TAGT GTCGACG 3!
S1ACA/ACTIr 5' - CGTCGACACTAACCCCCCTATTGT TCCTGATAAACTTGC- 3'

Primer-DNS-Oligonukleotide fiir ein zuséatzliches Stop-Codon in pIRES-hrGFP-2a

Primer-Name DNS-Sequenz
Sl-non-tag 5' - GTTTATCAGGAACAAACGTAGATCCGAATTCGCATGCG 3'
S1-non-tag/r 5' - CGCATGCGAATTCCGATCTACGTTTGTTCCTGATAAAC 3

Primer-DNS-Oligonukleotide fir SUMO1-Amplifikationen

1. SUMO1
Primer-Name DNS-Sequenz
GSTS3 5' - CGGCTTAAATGAATCCTAACCCCCCGITTG 3!
GSTSfI5 5' - GGTTCCGCGTGGACATATGTCTGACCAGG 3'
pIRES/S1/BamHI/r 5' - AAACGCGGATCCGCGTTTGITCCTGATAAACTTCAATCAC- 3
WT/pHAG 5' - CGGGATCCATGT CTGACCAGGAGG 3!
WT/N10/N19/pHAG/r 5' - ATAGTTTAGCGGCCGCACGTITTGTTCCTGATAAAC- 3'

2. Deletion N-terminaler Aminosauren in SUMO1

Primer-Name DNS-Sequenz

A10-SUMO/pET11a 5' - GGAGATATACATGGAAGATCTGGGGGATAAG 3'

A10-SUMO/r 5' - CTTATCCCCCAGATCTTCCATGTATATCTCC- 3'

dN10-N-term 5' - GCGGAATTCCATATGGACT TCGGGGATAAGAAGG 3

dN10-C-term 5' - CGCGGATCCTAACCCCCCGITTGITCCTG 3'

N10/pHAG 5' - CGGGATCCATGGAGGACT TGEEGEG 3!

N19S1 5' - CGAAGATCTGAATATATTAAACTC 3'

N19S1/r 5' - ACGCGTCGACACTAACCCCCCGTTTGITCCTG 3

AN19S1/pET1la 5' - GCGGAATTCCATATGCGAATATATTAAACTC- 3'

S1AN19YFP 5' - CGAGCTCATGGAATATATTAAACTCAAAGT CAT- 3

N19/pHAG 5' - CGGGATCCATGGAATATATTAAACTC 3

A21-S 5' - CCCCGATCGAT TAAACT CAAAGT CATTGGACAGGATAGC- 3

A21-Sir 5' - GCTATCCTGTCCAATGACTTTGAGT TTAATCGATCGEGG 3
pET11a/AN-S 5' - GAAGGAGATATACATAT TAAGCT TAAAGT CATTGGACAGGATAGC- 3
pET11a/AN-S/r 5' - GCTATCCTGTCCAATGACTTTAAGCTTAATATGTATATCTCCTTC- 3
WT/N10/N19/pHAG/r 5' - ATAGTTTAGCGGCCGCACGTTTGTTCCTGATAAAC 3

GSTS5 5' - GCGAAGGTGAACATATGAAACTCAAAGTC 3

HAS5’ 5' - GATTACGCTAGCTTGATTAAGCTTAAAGTCATTCGAC- 3'

HAS5'Ir 5' - GTCCAATGACTTTAAGCTTAATCAAGCTAGCGTAATC- 3
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Primer-DNS-Oligonukleotide fiir die Sequenzierung der SUMO-Konstrukte

Primer-Name DNS-Sequenz

pHHS10B 5' - CCCAAGCTTCTAGAGATCCCTCG 3'
T7 5' - TAATACGACTCACTATAGEG 3

T3 5' - ATTAACCCTCACTAAAG 3'
T7-terminator 5' - GCTAGITATTGCTCAGCGG 3'
EGFP-N 5' - CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG 3!
BGH 5' - CCTCGACTGTGCCTTCTA- 3'

Primer-DNS-Oligonukleotide fir die Amplifikation und Sequenzierung von
RanBP2AFG (AS 2553-2838)

Primer-Name DNS-Sequenz

5’RanBP2-7634 5' - CGCGGAT CCCGACAACACCAAAAGCAGTGGTTTCTCC- 3
3’RanBP2-8806 5' - CCGGAATTCCGAACT TTACCGECTGACTGGEGITCC- 3'
pGEX5'seq.primer 5' - GGECTGECAAGCCACGITTGGTG 3

pGEX3'seq.primer 5' - CCGGGAGCTGCATGT GTCAGAGG: 3

Zusammenstellung der Primer-DNS-Oligonukleotide, die fir die Synthese sowie Sequenzierung der in
dieser Arbeit benutzten DNS-Konstrukte in PCR-Reaktionen eingesetzt worden sind.

3.1.8 Plasmide

pCR™II Invitrogen, Groningen, Niederlande

c-myc-pCRUZ Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

pET-11a Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden
pGEX-2T, -3X Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

pHAG AG Stefan Grimm, MPI fur Biochemie, Martinsried
pHHS10B Rohit Mahajan, Scripps Institute, La Jolla, USA
pPIRES-hrGFP-2a Stratagene, Heidelberg

pMT107 Bruce Stillman, Cold Spring Harbor, New York, USA

(Original-Labor: Dirk Bohmann, EMBL, Heidelberg)
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3.1.9 Bakterienstamme

BL21(DES3) StamnE. coli B; F demompT hsdS(r;” mg) gal A(DE3)

DH5a F ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169deoR recAl
endAl hsdR17 (k” m.*) SupE44 A thi-1 gyrA96 relAl

3.1.10 Eukaryontische Zell-Linien

HelLa, Suspensionszellen menschliche Cervix-Karzinomzell-Linie
HelLa, adharente Zellen menschliche Cervix-Karzinomzell-Linie

293T humane, embryonale Nierenzellen,
293 (ATTC-Nummer: CRL-1573) zusatzlich mit dem
groRem T-Antigen des SV-40 Virus transformiert
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolierung von Plasmid-DNS

Fur die Praparation kleiner Mengen Plasmid-DNS ERusli wurden 3 ml LB-Medium

in einem 14 ml Falcon-Rundbodenréhrchen mit einer Einzelkolonie beimpft und Uber
Nacht bei 37°C mit 230 Upm geschiittelt. 2 ml der Ubernachtkultur wurden in ein 2 ml
Eppendorf-Gefald Gberfuhrt und 5 min bei 2500 g abzentrifugiert. Das Bakterien-Pellet
wurde in 20Qul Puffer P1 resuspendiert. Nach Zugabe von | 2Gflkalischer Losung P2
wurde das Gemisch vorsichtig invertiert und 5 min bei RT inkubiert. Anschlie3end
wurden 200pul eisgekuhlter Puffer P3 zugegeben und vorsichtig gemischt. Einer
5 mindtigen Inkubation bei RT folgten 10 min Inkubation auf Eis. Die ausgefallenen
Proteine und Bakterienrlckstdnde wurden abzentrifugiert (15 min, 15800 g, 4°C) und die
Plasmid-DNS mit 0,7 VT Isopropanol aus dem Uberstand gefallt. Die Plasmid-DNS
wurde durch 10 minutige Zentrifugation bei 8000 g (RT) sedimentiert, mit 70% Ethanol
gewaschen, an der Luft getrocknet und in 254@dH,O oder TE geldst.

Zur Isolierung grofRerer Mengen reiner, intakter Plasmid-DNS wurde der ,Midi- bzw.
Maxi-Plasmid Kit“ oder der ,HiSpeéll Plasmid Midi Kit* der Firma Qiagen nach den
Empfehlungen des Herstellers eingesetzt. Die aufgereinigte DNS wurde fur die

Transfektion von Gewebekulturzellen benutzt.

3.1.2 Bestimmung der Nukleinsdure-Konzentration

Die DNS- und RNS-Konzentration wurden spektralphotometrisch bestimmt. Daftir wurde
die Extinktion einer verdinnten Nukleinsaureldsung bei 260 nm im Spektralphotometer
(Spectrophotometer DU 640, Beckman, Minchen) gemessen. Eine Extinktion von 1

entspricht dabei einer Konzentration von &ml fir doppelstrangige DNS und einer
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Konzentration von 4Qug/ml fir RNS. Das Verhéltnis der Extinktion bei 260 nm zur
Extinktion bei 280 nm ist Mal} fir die Reinheit einer Nukleinsédurel6sung und sollte fur
DNS bei etwa 1,8, fir RNS bei etwa 2,0 liegen (gilt fir Losungen mit pH 8,0).

3.1.3 Hydrolytische Spaltung von DNS mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsspaltungen von DNS erfolgten bei der vom Hersteller fir die jeweilige
Nuklease angegebenen Puffer- und BSA-Konzentration. Rigp NS wurden 2-5 U
Restriktionsenzym eingesetzt. Um unspezifische Spaltaktivitat der Endonuklease zu
verhindern, wurde darauf geachtet, dass das Volumen der Glyzerin-haltigen
Enzymlosung maximal 1/10 Vol. des Reaktionsvolumens ausmachte. Die Dauer der
Restriktionsspaltung betrug 1-3 h bei der vom Hersteller flr das jeweilige Enzym
angegebenen optimalen Temperatur. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1/5 Vol.
6x-DNS-Auftragspuffer gestoppt.

DNS-Doppelspaltungen erfolgten unter vorgegebenen Puffer-Bedingungen des

Herstellers oder wurden seriell durchgefihrt.

3.1.4 Dephosphorylierung von DNS-Enden

Um bei ungerichteten Plasmid-Insert-Ligationen die Re-Ligation des Plasmids zu
unterdriicken, wurden die freien Enden des Plasmids vor der Ligation mdglichst
vollstdndig dephosphoryliert. Die Dephosphorylierung wurde ohne Pufferwechsel direkt
an die Restriktionsspaltung angeschlossen. Dazu wurde der Restriktionsansatz 1:1 mit
ddH,O verdinnt, mit 1/9 Vol. 10x-CIAP-Puffer (Roche) und 3 U CIAP popdes
eingesetzten Plasmids versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 60 min bei 37°C inkubiert

und die Dephosphorylierung mit 1/5 Vol. 6x-DNS-Auftragspuffer beendet.



Material und Methoden 40

3.1.5 Ligation von DNS-Fragmenten

Zur Verknupfung eines DNS-Fragments mit einem Plasmidvektor tGber kohésive DNS-
Enden wurden 50-100 ng Plasmid-DNS und ein dreifach molarer Uberschu? des DNS-
Fragments mit qul 10x-Ligasepuffer, 2 U T4-DNS-Ligase, 5% PEG und ddHzu

einem Endvolumen von 20 vereinigt. Je 1Qul des Reaktionsansatzes wurden 1 h bei
RT oder Uber Nacht bei 16°C inkubiert. Um die noch vorhandene Ligaseaktivitat zu
stoppen, wurde der Ligationsansatz 10 min bei 65°C inkubiert. Nach Abkihlung auf RT
wurden 1-3ul in der Transformation von Bakterien eingesetzt.

Zur Ligation von DNS-Fragmenten Uber glatte DNS-Enden wurde die DNS-Menge des

Fragments um das vierfache erh6ht und die eingesetzte Ligaseaktivitat verdoppelt.

3.1.6 Agarose-Gel-Elektrophorese

Je nach Gréf3e der zu trennenden DNS-Fragmente wurden 0,8-2,5%ige Agarose-Gele
verwendet. Die erforderliche Menge Agarose wurde mit TAE-Puffer versetzt, in der
Mikrowelle aufgekocht, in eine Gelkammer gegossen und ein Kamm zur Aussparung der
Geltaschen hineingesteckt. Nach Erstarren der Agarose wurde das Gel in die
Elektophorese-Apparatur eingesetzt und mit 1x TAE Uberschichtet. Die DNS-Proben
wurden mit 1/5 Vol. 6x-DNS-Auftragspuffer versetzt, in die Geltaschen pipettiert und bei
80-90 V aufgetrennt (Elektrophoresis Power Supply EPS300, Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg). Zur Auswertung wurde das Agarose-Gel 15 min in einer
Ethidiumbromid-Ldsung (0,pig/ml Ethidiumbromid in TAE-Puffer) inkubiert und die
DNS-Banden im UV-Durchlicht digital aufgenommen (ImageMaster VDS 1D,

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg).
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3.1.7 Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Die Isolierung eines DNS-Fragments aus einem Agarose-Gel wurde mit dem ,QIAquick
Gel Extraction Kit“ der Firma Qiagen durchgefiihrt. Das Gelstiick mit der gewlinschten
DNS-Bande wurde im UV-Durchlicht (365 nm) ausgeschnitten und nach

Herstellerangaben weiterbehandelt. Dabei erfolgten Isolierung und Aufreinigung der

DNS an einer Silica-Gel-Membran.

3.1.8 Gerichtete in vitro Mutagenese

Die gerichtetdn vitro Mutagenese von Plasmiden wurde in abgewandelter Form nach

dem Protokoll des ,QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kits“ der Firma Stratagene
mittels PCR durchgefiihrt. Das Plasmid, in das die Mutation eingefiihrt werden sollte,
diente zugleich als Matrize fur die Synthese des zu mutagenisierenden Plasmids.
Die dabei verwendeten Primer-Oligonukleotide waren zueinander komplementar und

enthielten die gezielten Sequenzanderungen (3.1.7).

Tabelle 3.3: Standard-Reaktionsansatz und -PCR-Programm der gerichtetén vitro Mutagenese.

ReaktionsansatZ( 25 pl)

Komponente Konzentration
Plasmid-DNS 30 ng

erstes Primer-Oligonukleotid 15 pmol
zweites Primer-Oligonukleotid 15 pmol

dNTP-Mix (dA-/dC-/dG-/dTTP) | 5 nmol

10x-Pfu-DNS-Polymerasepuffer | 2,5 pl

PfuTurbo-DNS-Polymerase 1,25U

ddH,O X ul

PCR-Programm

Segment Zyklen Temperatur Zeit

1 1 95°C 30 sec

2 12-18 95°C 30 sec
55°C 1 min

72°C 2 min/kb Plasmid-Lange
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Die Temperatur wéhrend der Hybridisierungsphase wurde auf die jeweils eingesetzten
Primer-Oligonukleotide abgestimmt bzw. mit Hilfe eines Heizblock-Temperatur-
Gradienten (T-Gradient, Biometra, Gottingen) optimiert. AnschlieBend wurde der
Reaktionsansatz auf 4°C abgekuhlt, mit 1@phl versetzt und 2 h bei 37°C inkubiert,

um die methylierte DNS des Stammplasmids selektiv abzubauenul2-d&es

Reaktionsansatzes wurden direkEiaoli-Zellen transformiert.

3.1.9 Nichtradioaktive DNS-Sequenzierung (Sanger et al., 1977)

Die Sequenzier-Reaktion wurde mit dem ,Big Dye Terminator Cycle Sequencing
RR-Mix* (BD-Mix) der Firma Applied Biosystems durchgefiihrt. Dieses Reagenz enthalt
Tag-Polymerase, dNTPs und mit unterschiedlichen Fluorophoren markierte ddNTPs.

Tabelle 3.4: Reaktionsansatz und PCR-Programm der nichtradioaktiven DNS-Sequenzierung.

Reaktionsansatz (2: 10 pl)

Komponente Konzentration

Plasmid-DNS 0,6 pg

Primer-DNS-Oligonukleotid 5,0 pmol

BD-Mix 4,0 ul

ddH,O X ul

PCR-Programm

Segment  Zyklen Temperatur  Zeit

1 1 96°C 2 min

2 40 96°C 30 sec
50°C 15 sec
60°C 4 min

Die Auftrennung und Detektion der Reaktionsprodukte wurden von einem hausinternen
Service oder einem kommerziellen Service-Anbieter (Metabion, Martinsried)

durchgefuhrt.
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3.1.10 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterienzellen

Um transformierbare Bakterien zu gewinnen, wurden B@bner stationdren Kultur von

E. coli DH50 oder BL21(DE3) mit 50 ml LB-Medium verdinnt und in einem
Schuttelinkubator bis zu einer @pvon 0,5 bis 0,8 kultiviert. Die Bakterien wurden bei
4°C und 2000 g abzentrifugiert und das Bakterien-Pellet in 2 ml eiskalter TSS-Lésung
resuspendiert. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurde die Bakteriensuspension piit 500
87% (w/v) Glyzerin vorsichtig gemischt, aliquotiert (je 40, in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei -8Q gelagert.

3.1.11 Transformation chemisch-kompetenter Bakterienzellen

Die bei -80°C gelagerten kompetenten Bakterien ([1)die3 man auf Eis auftauen.

Je nach Art der Plasmid-DNS (Mini- oder Midi-DNS-Préparation, PCR-Reaktion der
gerichtetenn vitro Mutagenese, Ligationsansatz) wurden iF®DNS zu den Bakterien
gegeben, gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Das Bakterien-DNS-Gemisch wurde flr
50 sec bei 4Z inkubiert (Hitzeschock) und im Anschluss daran direkt fiir 2 min auf Eis
gestellt. Mit zuséatzlich 90Ql LB-Medium wurde der Ansatz fiir 30-60 min bei’G7
schuttelnd inkubiert. Im Falle einer Transformation mit Mini- oder Midi-DNS-
Praparationen wurden 10-p0verdinnt in 10Qul LB-Medium auf einer vorgetrockneten
Agar-Selektionsplatte ausplattiert, anderenfalls die Bakteriensuspension konzentriert
(Zentrifugation: 1 min, 2500 g; Resuspension in kleinerem Volumen) und der gesamte

Ansatz ausplattiert. Die Inkubation der Selektionsplatten erfolgte tiber NachfGei 37
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3.1.12 Isolierung der Gesamt-RNS aus Gewebekulturzellen

Die Gesamt-RNS transient transfizierter 293T-Zellen wurde durch Anionenaustausch-
Chromatographie mit Hilfe des ,RNeasy-Mini-Kits* der Firma Qiagen isoliert. Die an die
Saulenmatrix gebundene RNS wurde zusatzlich mit RNase-freier DNase | (,RNase-Free-
DNase-Set“, Qiagen) behandelt, um stérende Plasmid-DNS vollstdndig zu entfernen.
Die RNS wurde in zwei Schritten mit RNase-freiem d@H(30 pl, 15 ul) eluiert.
Quantitat und Qualitat der Praparate durch Messung der Extinktion bei 260 nm und

280 nm bestimmt.

3.1.13 Northern-Blot: RNS-Transfer auf eine Nylon-Membran

Fur eine Analyse der Gesamt-RNS ist es notwendig diese mit Hilfe der Northern-Blot-
Technik an einer Nylon-Membran zu fixieren. Dafir wurdepdp Gesamt-RNS in
vierfachem Volumen Northern-Probenpuffer aufgenommen, 3-5 min bei 65°C denaturiert
und im Eisbad sofort abgekuhlt. Nach Zugabe von 1/5 Vol. 6x-Northern-Auftragspuffer
wurde die RNS in einem denaturierenden 1,2% FA-Agarose-Gel (0,22 M Formaldehyd in
1x FA-Gel-Puffer) in 1x FA-Gel-Laufpuffer bei 5-7 V/cm aufgetrennt. Alle benutzten
Gefal3e sowie die Utensilien der Gel-Elektrophorese-Laufkammer waren zuvor mit
2% H,0, gesaubert worden, um RNase-Aktivitdten zu vermeiden. Nach dem Lauf wurde
das Gel dreimal ftr 30 min in dd& gewaschen und anschlieliend 30 min in 20x SSC
aquilibriert. Im Northern-Blot wird die RNS Uber Kapillarkrafte auf eine positiv geladene
Nylon-Membran (Hybond-N+, Amersham Pharmacia Biotech) transferiert. Fir den Blot
wurde das Gel auf drei Lagen Whatman-3MM-Papier (20x SSC getrankt) gelegt, deren
Enden in das 20x SSC-Puffer-Reservoir eintauchten. In angegebener Reihenfolge wurde
der Blot-Aufbau vervollstandigt: mit einer passend zugeschnittenen Nylon-Membran,
drei der Gelgro3e entsprechenden Lagen Whatman-3MM-Papier (20x SSC getrankt) und
mehreren Lagen Zellstoff mit Glasplatte und Gewicht (3 &/ats Abschluss. Nach
12-24 h wurde der Blot abgebaut, die Membran zur Fixierung der RNS mit UV-Licht
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bestrahlt (240 nm; Autocrosslink-Funktion des UV-Stratalinker 1800, Stratagene,
Heidelberg) und zur Sichtbarmachung der ribosomalen RNS einige Minuten in
Methylenblau-Farbelésung geschwenkt. Nach dem Entfarben migQdavirde die

Membran zum Trocknen auf ein Whatman-3MM-Papier gelegt und bei RT gelagert.
Eine deutlich starkere Anfarbung der 28S-RNS spricht fir eine gute Qualitat der

aufgetrennten RNS.

3.1.14 Herstellung [ **P]-markierter cDNS-Sonden fiur die Northern-Blot-
Analyse

Als Matritze fur die Synthese der radioaktiven Sonden diente ein DNS-Fragment, das der
humanen cDNS von Nukleotid-Position 66 bis 291 entsprach. Die Mischung radioaktiver
DNS-Sonden zur Detektion der spezifischen RNS wurde mit Hilfe des ,Prime-a-Gene-
Labeling-Systems” (Promega) mittels der Klenow-Polymerase mit ,Zufalls“-Primern
synthetisiert. Fur die Markierungsreaktion wurden folgende Komponenten zu einem
Endvolumen von 50pul vereinigt: 20 pl ddH,O, 10 pl 5x Puffer mit
Zufallshexanukleotiden, gl dNTP-Mix ohne dCTP (Endkonzentration: je RM),

10 ul hitzedenaturierte DNS-Matrize (25 ng),2 nukleasefreies BSA (10 mg/ml),

5 ul a-[**P]-dCTP (50uCi, 3000 Ci/mmol) und 1ul Klenow-Fragment (5 U).

Das Reaktionsgemisch wurde 1-2 h bei RT inkubiert.

Die nicht-eingebauten Nukleotide und Primer-Oligonukleotide wurden mit Hilfe von
Micro Bio-Spirf Chromatographie-Saulchen (BioRad) durch Gelfiltration an Sephadex-
G25 (Sigma-Aldrich) mit STE als Saulenpuffer entfernt. Das Eluat wurde mit TE auf ein
Volumen von 200ul aufgefullt. Die Inkorporation von Radioaktivitat wurde durch

Messung der Cherenkov-Strahlung vopl fles Eluats tberpruft.
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3.1.15 Spezifischer Nachweis membrangebundener RNS mit
[**P]-cDNS-Sonden

Vor der Hybridisierung wurde die Blot-Membran mit 2x SSC benetzt und in
Hybridisierungslosung im Hybridisierungsofen fir 1 h bei 65°C rotierend inkubiert.
Dadurch wurde die Membran mit unspezifisch bindender DNS abgesattigt. Die DNS-
Sonden wurden 2 min bei 95°C denaturiert, kurz auf Eis abgekihlt, anschliel3end zur
Hybridisierungslésung gegeben und mindestens 16 h weiterinkubiert. Im Anschluss daran
wurde die Membran bei 65°C zweimal fir 15 min mit 2x SSC, 0,1% (w/v) SDS und
zweimal fur 10 min mit 1x SSC, 0,1% (w/v) SDS gewaschen. Die Membran wurde mit
2x SSC gespdult und feucht in Plastikfolie eingeschweil3t. Die gebundene Radioaktivitat
wurde durch Autoradiographie bzw. mit einem Phosphoimager (Fuji-Film BAS-2500,
Fuji, Tokyo, Japan) sichtbar gemacht. Die Blot-Membran wurde zur weiteren

Verwendung in 2x SSC bei -80°C gelagert.
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3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Kultivierung von Gewebekulturzellen

Adhéarente Saugetier-Zell-Linien (HelLa, 293T) wurden in Standard-Medium bei 37°C,
5% CQ und 100% Luftfeuchtigkeit (Hera cell, Zellkultur-Inkubator, Heraeus, Hanau) in

Zellkulturschalen variabler Grof3e kultiviert und alle drei Tage bzw. vor Erreichen der
Konfluenz passagiert. Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit
1x-Trypsin/EDTA abgeldst und in einer Verdinnung von 1:3 bis 1:6 auf neuen

Kulturschalen ausgesat. Zellzahlen wurden in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

3.3.2 Einfrieren und Auftauen von Gewebekulturzellen

Die Zellen wurden aus einer logarithmisch wachsenden Population geerntet und
eingefroren. Dazu wurden die adharenten Zellen mit PBS gewaschen, mit
1x Trypsin/EDTA (Volumen entsprechend der Kulturgefafl3grof3e) fur 5 min bei 37°C
inkubiert, in Medium aufgenommen, abzentrifugiert (300 g, 5 min) und in

Einfriermedium (Standard-Medium mit 20% FCS und 10% DMSO) resuspendiert.
Die Zellen einer 250 ml Zellkulturflasche wurden in 15 ml Einfriermedium resuspendiert.
Je 1 ml der Suspension wurde in Einfrierrohrchen abgefllt, in einem Isopropanoltank

langsam auf -80°C abgekuhlt (1°C/min) und fur die dauerhafte Lagerung in flissigen

Stickstoff uberfuhrt. Das Auftauen der Zellen erfolgte ziigig b8C3m Wasserbad.
1 ml aufgetaute Zellsuspension wurde mit 10 ml Standard-Medium direkt in einer 10 cm
Zellkulturschale verdinnt und bei 37°C weiterkultiviert. Nach dem Absitzen der Zellen

wurde das Medium erneuert, um das DMSO des Einfriermediums zu entfernen.
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3.3.3 Transiente Transfektion von Saugerzellen

Adharente HelLa- und 293T-Zellen wurden mit einem der aufgefihrten
Transfektionsreagenzien und entsprechenden Puffern der Firma Qiagen transfiziert.
Zum Zeitpunkt der Transfektion waren die Zellen ca. 40% konfluent. Die Mengen
eingesetzter Plasmid-DNS, Transfektionsreagenzien und Medien richteten sich nach Zell-
Linie und Kulturgefal3grofRe (Tab. 3.6, 3.7).

Tabelle 3.5: Transfektionsreagenzien.

Transfektionsreagenz Zell-Linie Mechanismus

Effectene 293T, HelLa Verstarker kondensiert die DNS und Effectene
schlief3t diese in kationische Mizellen ein.

Polyfect 203T Bildung groRer DNS-Ringe durch Einlagerung des
stark verzweigten Polyfects.

Superfect 293T, HelLa Bildung groRer DNS-Ringe durch Einlagerung des
stark verzweigten Superfects.

Liste der fir die transiente Transfektion von Saugerzellen benutzten Transfektionsreagenzien (Qiagen).

Transfektion mit Effectene

Tabelle 3.6: Effectene als Transfektionsreagenz.

293T-Zellen (Effectene)

Schale @ DNS | EC-Puffer | Verstarker Effectene DMEM in Mix | DMEM in Schale
3,5cm 0,8 ug 80 ul 3,2 10 pl 0,3 ml 2,1 ml
6 cm 1,8 ug 80 ul 7 pl 22 ul 0,6 ml 2,6 mi
10 cm 4,5 ug 550 pl 18 pl 55 ul 2,5mi 6 ml

HelLa-Zellen (Effectene)

Schale @ DNS EC-Puffer | Verstarker Effectene DMEM in Mix | DMEM in Schale

3,5cm 0,3 ug 100 pl 1,1l 35u 600 pl 2,2 mi

10 cm 5 g 570 pl 10 pl 12 pl 1,5ml 6,5 mi

DNS-Menge und Volumina der fir die Transfektion mit Effectene bendétigten Reagenzien fir
unterschiedlich grof3e Zellkulturschalen.

Die zu transfizierende DNS wurde in angegebener Menge EC-Puffer aufgenommen, mit
Verstarker-Reagenz versetzt und gemischt. Nach 5 min Inkubation (RT) wurde dem
Gemisch ,Effectene” zugegeben, nach weiteren 15 min dieses mit DMEM-Standard-

Medium verdtnnt und vorsichtig in das vorgelegte Mediumvolumen in der bewachsenen
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Zellkulturschale pipettiert. Nach 3-6 h wurde das Medium gewechselt und die Zellen fur
weitere 12-48 h in Standard-Medium bei 37°C kultiviert.

Transfektion mit Polyfect und Superfect

Tabelle 3.7: Polyfect bzw. Superfect als Transfektionsreagenz.

293T-Zellen (Polyfect)

Schale @ | DNS serumfreies DMEM Polyfect DMEM in Mix | DMEM in Schale
10 cm 6 ug 300 pl 50 ul 1ml 8 ml
15cm 12 pg 450 pl 120 pl 3ml 11 mi

293T-, HelLa-Zellen (Superfect)

Schale @ | DNS serumfreies DMEM Superfect DMEM in Mix | DMEM in Schale

Kammer 1,5 g 45 pl 5l 250 pl 300 pl

DNS-Menge und Volumina der fir die Transfektion mit Polyfect bzw. Superfect benétigten Reagenzien fiir
unterschiedlich grof3e Zellkulturschalen.

Die zu transfizierende DNS wurde in Standard-Medium (ohne Serum) verdinnt und mit
.Polyfect* bzw. ,Superfect” 10 sec kraftig gemischt. Nach 10 min Inkubation (RT)
wurde das Gemisch mit Standard-Medium (mit Serum) versetzt und in das vorgelegte
Mediumvolumen in die bewachsenen Zellkulturschalen pipettiert. Je nach Experiment
wurde das Transfektionsgemisch nach 5-15 h gegen Standard-Medium ausgetauscht und
die Zellen fur 12-48 h bei 37°C weiterkultiviert.

3.1.4 Behandlung von Saugerzellen mit Proteasom-Inhibitoren

Die Anzahl der behandelten Zellen korrelierte mit dem Umfang des Experiments.
Standardmalig wurde eine 10 cm Zellkulturschale mit 293T-Zellen (ca. 50% konfluent)
trypsiniert und auf vier 6 cm Zellkulturschalen (je 6 ml Standard-Medium) verteilt.
Nach 17-22 h wurden 3 ml Medium abgenommen und ein Proteasom-Inhibitor bzw.
ddH,O oder DMSO (Negativkontrolle) zu dem verbliebenen Medium gegeben (Tab. 3.8).
Anschlielend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, inul@X-SDS-

Probenpuffer aufgenommen und fir 5 min bei 95°C inkubiertull@es Zell-Lysats



Material und Methoden

wurden fur eine spatere Bestimmung der Proteinkonzentration (3.2.2) weggefroren, bevor

das Lysat mit DTT versetzt wurde. Nach wiederholter Inkubation bei 95°C wurden die

Lysate in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.

Tabelle 3.8: Standard-Bedingungen eingesetzter Proteasom-Inhibitoren.

Proteasom-Inhibitor | Endkonzentration Idkubationsdauer Nlegativkontrolle
Lactacystin 10 uM 12 h ddH,O

LLNL 50 uM 12h ddH,0

MG132 10 pM 2h, 6h, 12h DMSO

Zusammenfassung der in dieser Arbeit eingesetzten Proteasom-Inhibitoren, deren Endkonzentration,

Inkubationsdauer und Negativkontrolle.



Material und Methoden 51

3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 Standard-Methoden

3.1.1.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration standen drei Methoden zur Wabhl.

Die Konzentration rekombinanter Proteine wurde entweder im Coomassie-gefarbten
SDS-PAGE-Gel oder mit dem ,Micro BCA Protein Assay Reagent®-Kit der Firma Pierce

bestimmt. Als Standard diente jeweils eine BSA-Verdinnungsreihe. Der Kit wurde
insbesondere zur Normalisierung der Gesamt-Proteinkonzentration von Zell-Lysaten
transfizierter Zellen genutzt. Alternativ wurde eine Proteinkonzentration durch Messung
der Extinktion bei 280 nm bestimmt (QP= 1 entspricht dabei 1 mg/ml).

3.1.1.2 Diskontinuierliche Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (PAGE)

In der diskontinuierlichen Gel-Elektrophorese (Laemmli, 1970) werden die Proteine im
niedrigprozentigen Sammelgel fokussiert und im hoéherprozentigen Trenngel nach
Molekulargewicht aufgetrennt. In dieser Arbeit wurden homogene 8%ige oder 15%ige
Trenngele sowie 5-20%ige oder 15-20%ige Gradienten-Trenngele benutzt, die jeweils
mit einem 4%igen Sammelgel Gberschichtet waren. Nach Polymerisation wurde das Gel
in eine Vertikal-Elektrophoresekammer gespannt und deren Reservoirs mit
SDS-Elektrophoresepuffer gefullt. Vor dem Auftragen wurden die Proteinldsungen mit
1x-, 2x- oder 10x-SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C inkubiert.
Die Elektrophorese erfolgte mit 10-20 V/cm.

3.1.1.3 Coomassie-Farbung von Protein-Gelen
Ein SDS-PAGE-Gel wurde zum Féarben 15-30 min in Coomassie-Farbeldsung inkubiert,

anschlielBend im Entfarber differenziert und digital dokumentiert.
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3.1.2 Expression rekombinanter Proteine in Bakterien

Far die Expression rekombinanter Proteine wurden die entsprechenden Plasmid-
Konstrukte in denE.coli Stamm BL21(DE3) transformiert. 50 ml LB-Medium
(entsprechender Resistenz) wurden mit einer frischen Einzelkolonie angeimpft und Uber
Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert. Ubernacht-Kulturen mit Kanamycin-Resistenz
wurden direkt in 1-2 | LB-Medium verdiinnt, Ubernacht-Kulturen mit Ampicillin-
Resistenz wurden zuvor abzentrifugiert, resuspendiert und dann verdinnt. In der
exponentiellen Wachstumsphase g3 0,5 bis 0,75) wurde die Protein-Expression mit

1 mM IPTG induziert. Nach 4-5 h bei 37°C wurden die Zellen abzentrifugiert, einmal mit
PBS gewaschen, direkt aufgearbeitet oder in entsprechendem Puffer fir den folgenden

Aufreinigungsschritt resuspendiert und bei -80°C gelagert.

3.1.3 Aufreinigung des rekombinanten SUMO

E. coli BL21(DE3)-Zellen wurden transformiert und bei 37°C schittelnd inkubiert. 4-5 h
nach der Expressionsinduktion mit IPTG wurden die Zellen abzentrifugiert, in 50 mM
Tris/HCI (pH 8,0), 50 mM NaCl resuspendiert und nach Zugabe von Prot-1-Mix
(je 1 mg/ml Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin, hier mit 0,1 mM PMSF) sowie 2 mM DTT
mit Ultraschall auf Eis lysiert. Das Zell-Lysat wurde ultra-zentrifugiert (100000 g, 1 h
bei 4°C) und der Uberstand mit gewaschener, aquilibrierter Sepharose-Q (Sigma-Aldrich)
inkubiert, um das Lysat von negativ geladenen Proteinen und DNS zu trennen.
Der Uberstand mit rekombinantem SUMO wurde in einem 5K Centricon ankonzentriert,
bei 4°C mit 100000 g fur 1 h ultra-zentrifugiert, gefiltert (PorengroRe 0,2 mm,
nicht-pyrogen) und tber eine analytische Superdex75-FPLC-Saule bzw. analytische oder
praparative Superdex200-FPLC-Saule bei 4°C nach dem Stoke’schen Radius der Proteine
aufgetrennt (Abb. 4.1 A). Die gesammelten Fraktionen (analytisch: 0,5 ml oder
praparativ: 5 ml) wurden in einem 15%igen SDS-PAGE-Gel analysiert (Abb. 4.1 A).
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Fraktionen mit rekombinantem SUMO wurden vereinigt, als kleine Volumina in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.4.4 Aufreinigung des rekombinanten RanBP2 AFG (AS 2553-2838)

Die durch Dr. T. Nishimoto (Kyushu University, Higashi-ku, Fukuoka, Japan)
freundlicherweise zur Verfiigung gestellte cODNS des humanen RanBP2 (358 kDa) diente
als Matrize fur die Amplifikation der mit RanGAP1*SUMOL interagierenden Sequenz
(AS 2553-2838; ca. 30 kDa). Das aus der PCR-Reaktion resultierende Fragment wurde in
den bakteriellen Expressionsvektor pGEX-3x kloniert und als GST-Fusionsprotein
exprimiert. Die Aufreinigung erfolgte nach dem Standard-Protokoll des Herstellers der
Glutathion-Sepharose (Glutathion-Sepharose 4B, Amersham Pharmacia Biotech).

In einem Dialyseschritt wurde das GST-RanBP2-Fragment in 1x Transportpuffer
Uberfuhrt und gemall den Herstellerangaben mit Faktor Xa geschnitten (Novagen,
CN Biosciences, Merck). Um alle noch vorhandenen GST-Fragmente zu entfernen,
wurde die RanBRPEFG-Praparation (AS 2553-2838) mit Glutathion-Sepharose inkubiert,
bevor diese in einem letzten Aufreinigungsschritt einer Gelfiltration Uber eine analytische

Superdex200-FPLC-Saule in 1x Transportpuffer zugefuhrt wurde.

3.4.5 RanGAP1-Modifikation mit SUMO1 in vitro

Fur diein vitro RanGAP1-Modifikation mit SUMO1 wurde ein Reaktionsmix aus

rekombinantem Aosl/Uba2 (El1-Enzym), RanGAP1 (Substrat) und ATP in
1x Transportpuffer mit Tween20 und Ovalbumin angesetzt, aliquotiert und in flissigem
Stickstoff eingefroren (Tab. 3.9). Das bendétigte Volumen wurde auf Eis aufgetaut,

rekombinantes SUMOL1 in geeigneter Konzentration hinzugegeben und die Reaktion mit
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rekombinantem Ubc9 (E2-Enzym) gestartet. In der Negativkontrolle wurde Ubc9 durch

1x Transportpuffer (Tween20, Ovalbumin) ersetzt.

Tabelle 3.9:In vitro SUMOylierung von RanGAP1.

Komponente Konzentration
Aosl/Uba2 6,8 nM
Ubc9 10 nM
SUMO1AC4-Konstrukt 1uM
RanGAP1 135 nM
ATP 1mM
Ovalbumin Grade VI 0,2 mg/ml
Tween20 0,05% (v/Vv)
Transportpuffer (Prot-1-Mix, DTT) 1x

Standard-Reaktionsansatz: (0 ul) der in vitro SUMOylierung von RanGAP1: Komponenten und
Konzentrationen.

Je 10ul Reaktionsgemisch wurden in ein 0,5 ml Eppendorf-Gefald (Anzahl entsprechend
der Zeitpunkte) gegeben und bei 37°C inkubiert. Jede Reaktion wurde pmi2{EDS-
Probenpuffer gestoppt, direkt fir 5 min bei 95°C inkubiert und in flissigem Stickstoff
eingefroren. Fir die weitere Analyse wurden die Proben in einem 8%igen SDS-PAGE-

Gel aufgetrennt und mit Hilfe der Immunoblot-Analyse ausgewertet.

3.4.6 DeSUMOylierung von RanGAP1*SUMOL1 in vitro

Fur diein vitro DeSUMOylierung von RanGAP1*SUMO1 wurde entweder die Aktivitat
endogener Isopeptidasen (HelLa-Zell-Lysat) oder die Aktivitdt der SUMO-spezifischen
Isopeptidase Ulpl aus cerevisiae (als GST-Ulpl) genutzt.

Zunéchst wurde, wie unter 3.4.5 beschrieben, igivetro SUMOylierung durchgefthrt.

Zur Beendigung der Konjugationsreaktion wurde diese durch Zugabe von Apyrase ATP-
depletiert. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurde ebenfalls mit Apyrase ATP-depletiertes
HelLa-Zell-Lysat (5 U in 100l Zell-Lysat) zu den Anséatzen gegeben und diese bei 37°C
inkubiert. Nach 3 h wurden die Reaktionen mit 2x-SDS-Probenpuffer gestoppt, fir 5 min

bei 95°C inkubiert und in flissigem Stickstoff eingefroren.
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Alternativ wurde statt des ATP-depletierten HelLa-Zell-Lysats aufgereinigtes GST-Ulpl

zu den ATP-depletierten Reaktionen gegeben.

3.4.7 Interaktion von RanGAP1*SUMO1 mit rekombinantem
RanBP2AFG in vitro

Fur die Analyse dein vitro Interaktion von RanGAP1*SUMO1 mit RanB&2G wurde
RanGAP1 mit verschiedenen SUMO1-Konstrukilewitro modifiziert. Die Reaktionen
wurden in einem Volumen von 100 angesetzt und 30 min bei 30°C inkubiert
(Tab. 3.10). Nach Zugabe von 4@0 Transportpuffer (mit Prot-I-Mix) wurde die
Reaktion durch ATP-Depletion Uber eine Nap5-Saule (Amersham Pharmacia Biotech)
gestoppt. Das mit 750l Transportpuffer (mit Prot-1-Mix) eluierte Reaktionsvolumen
wurde in einem 3K Centricon (Millipore) auf ein Volumen von 200-gbfduziert und

30l als Inputkontrolle in fltissigem Stickstoff eingefroren.

Tabelle 3.10:In vitro SUMOylierung von RanGAPL1 in gréRerem Maf3stab.

Komponente Konzentration
Aosl1/Uba2 0,23 uM
Ubc9 2,5uM
SUMO1AC4-Konstrukt 10 uM
RanGAP1 7,1 uM
ATP 1mM
Ovalbumin Grade VI 0,2 mg/ml
Tween20 0,05% (v/Vv)
Transportpuffer (Prot-1-Mix, DTT) 1x

Standard-Reaktionsansafz: 100 ul) der in vitro SUMOylierung von RanGAPL1 fir die Interaktion von
RanGAP1*SUMO1 mit RanBRY¥FG: Komponenten und Konzentrationen.

Der restliche Ansatz wurde mit 35y rekombinantem RanBREG (AS 2553-2838)

versehen und zunachst fiir 30 min bei 4°C, dann fiir 30 min bei RT, auf einem Uberkopf-
Rotatorinkubiert. Um eventuelle Prazipitate zu beseitigen, wurde der Ansatz fir 15 min
bei 4°C mit 15000 g abzentrifugiert. Uber eine analytische Superdex200-FPLC-Saule
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wurden die Komponenten des Reaktionsgemisches nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Der FPLC-Lauf wurde mit Transportpuffer (Prot-1-Mix, DTT; gefiltert; 4°C)
durchgefuhrt und das Eluat in Fraktionen von f0O¥olumen gesammelt. Je 4Q0 der
Fraktionen wurden einer Chloroform-Methanol-Prazipitation unterzogen. Die gefallten
Proteine wurden in je 3Ql 1x-SDS-Probenpuffer resuspendiert, fur 5 min bei 95°C
inkubiert und in einem 5-20%igen SDS-PAGE-Gradienten-Gel aufgetrennt. Die
restlichen 10Qul wurden zu drei gleichen Aliquoten in flussigem Stickstoff eingefroren
und bei -80°C gelagert, bis diese fur dmevitro Demodifikation mit Ulpl bendétigt
wurden. Welche Fraktion jeweils den fur die Demodifikation notwendigen
RanGAP1*SUMO1*RanBPRFG-Komplex enthielt, wurde anhand der mit Coomassie-

Farbeldsung angefarbten Gele bestimmit.

Demodifikation mit Ulplin vitro

Die jeweiligen Komplex-Fraktionen wurden auf Eis aufgetaut und jglidirekt mit
2x-SDS-Probenpuffer versetzt und fur 5 min bei 95°C inkubiert. Weitergl Iker
Fraktionen wurden mit GST-Ulpl versehen, flr 10 min bei 37°C inkubiert, mit 2x-SDS-
Probenpuffer gestoppt und fir 5 min bei 95°C inkubiert. Die Ansétze wurden komplett in
einem 8%igen SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und mit Hilfe der Immunoblot-Analyse

ausgewertet.

3.4.8 Immunologische und immunbiochemische Methoden

3.4.8.1 Immunoblot-Analyse: Proteintransfer auf Membranen (Western-Blot)

und Inkubation mit spezifischen Antikérpern
Die in einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennten Proteine wurden entweder im ,Semi-dry“-
oder ,Wet-Blot“-Elektrotransfer auf eine PVDF- oder NC-Membran transferiert.
Die PVDF-Membran wurde vorher einige Sekunden in Methanol geschwenkt, die

NC-Membran wurde direkt in Standard-Transferpuffer oder Transferpuffer A aquilibriert.
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Semi-dry“-Methode

Auf die Anode der Blot-Apparatur wurden drei Lagen in Standard-Transferpuffer bzw.

Transferpuffer A getranktes Whatman 3MM-Papier, die Membran, das Trenngel, zwei
weitere Lagen in Standard-Transferpuffer bzw. Transferpuffer B getrdnktes Whatman
3MM-Papier geschichtet und zuoberst die Kathode platziert. Der Transfer erfolgte fir 1 h
mit 1,85 mA pro crh Trenngelflache.

Fur die anschlieBende Detektion des SUMOZ1-Modifikationsmusters wurden stets

Transferpuffer A und B in Kombination mit einer PVDF-Membran ((h® verwendet.

Wet-Blot“-Methode

Der Blot-Aufbau erfolgte wie unter ,Semi-dry“-Methode beschrieben. Der Stapel aus
Whatman 3MM-Papier, Membran und Trenngel wurde zwischen zwei Filzmatten gelegt,
in ein Plastikgitter geklemmt und in den mit Standard-Transferpuffer gefillten Blot-Tank
gehangt. Der Transfer erfolgte fur 1 h mit 400 mA oder Uber Nacht mit 30 V jeweils bei

4°C und unter konstanter Umwaélzung des Puffers durch einen Magnetrthrer.

Zur Kontrolle des Proteintransfers wurde eine PVDF-Membran einige Minuten in
Amidoschwarz-Farbelosung inkubiert und mit 90% Methanol (v/v), 2% (v/v) Essigsaure
differenziert. Eine NC-Membran wurde in Ponceaurot-Farbeldsung inkubiert und in

1%iger Essigsaure differenziert.

Far die spezifische Proteindetektion wurde die Membran bei RT 45-60 min in
Blockpuffer abgesattigt und anschliel3end fur 1 h mit dem Primar-Antikdrper (optimale
Verdinnung in Blockpuffer) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T
(je 10 min) wurde die Membran mit einem gegen den Priméar-Antikdrper gerichteten
Sekundéar-Antikérper (1:10000 in Blockpuffer) fir 1 h inkubiert und letztendlich noch
viermal mit PBS-T (je 8 min) gewaschen.

Im Fall einer Rontgenfilm-Exposition wurden an Peroxidase gekoppelte Sekundéar-
Antikérper (1:10000 in Blockpuffer) eingesetzt. Die Detektion erfolgte Uber
Chemilumineszenz mit ,Super Signal® (Pierce). Bei sehr schwachen Signalen wurde die

Detektion mit dem ,Super Signal West Femto“-System (Pierce) wiederholt.
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Fur eine Quantifizierung im Phosphoimager (Fuji-Film FLA 2000, Fuji, Tokyo, Japan)
wurden an alkalische Phosphatase gekoppelte Sekundar-Antikérper (1:2000 in
Blockpuffer) benutzt. Mit dem ,ECF Western Blotting Reagenz” (Amersham Pharmacia
Biotech) erfolgte die Detektion Gber Chemifluoreszenz. Die Auswertung der Signale
wurde mit dem Computerprogramm ,AIDA Image Analyzer® (Version 326001)
durchgefihrt.

Vor erneuter Detektion mit einem anderen Primar-Antikorper wurde die Membran
~gestrippt“. Nach drei PBS-T-Waschschritten wurde die Membran 1 h bei 50°C in
»Stripping“-Puffer inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten mit PBS-T wurde die

Membran erneut in Blockpuffer gesattigt.

3.4.8.2 Herstellung von Antiseren und Affinitatsaufreinigung von Antikérpern

Fur die erste Injektion wurde das aus Bakterien aufgereinigte Protein (1 mg/ml) im
Verhaltnis 1:1 mit TiterMax Gold (CytRxCorporation, Norcross, USA) uber eine
Doppelkanile intensiv emulgiert. Die Injektion mit 506 Protein erfolgte subkutan.
Nach sechs Wochen wurde die Ziege ein zweites Mal gespritzt, wobei TiterMax Gold
durch Freund’s Adjuvant ,incomplete (Sigma-Aldrich) ersetzt wurde.
Weitere Injektionen erfolgten mit Freund’s Adjuvant ,incomplete“ in vierwoéchigem
Abstand. Um jeweils zwei Wochen versetzt wurden der immunisierten Ziege Blutproben
entnommen. Die frischen Blutproben wurden 2 h bei RT inkubiert, wahrenddessen
mehrmals mit einem Glasstab gerihrt und Uber Nacht bei 4°C stehengelassen.
Das geronnene Blut wurde fir 15 min bei 4000 g abzentrifugiert und das Serum bei
-20°C gelagert.

Fiar die Affinitatsaufreinigung des Antikérpers wurden 2-4 mg des Antigens
(SUMOIAC4) kovalent an Zyanbromid-aktivierte-Sepharose 4B (Sigma-Aldrich)
gekoppelt. Die Sepharose wurde vorher zum Quellen fir 10 min in 1 mM HCI inkubiert
und mit 0,2 M Carbonatpuffer (pH 8,9) gewaschen. Das Antigen wurde Uber Nacht
ebenfalls gegen 0,2 M Carbonatpuffer (pH 8,9) dialysiert. Die Kopplung erfolgte in
einem Verhaltnis von 0,2-2 mg pro ml Sepharose wéahrend einer Inkubation bei RT (1 h)
oder bei 4°C (Uber Nacht). Im Anschlul3 daran wurde die Sepharose zweimal mit

Carbonatpuffer gewaschen und fur 1 h in 100 mM Ethanolamin inkubiert, um freie
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Bindungsstellen zu blocken. Nach weiteren drei Waschschritten mit Carbonatpuffer
wurde die mit Antigen gekoppelte Sepharose entweder bei 4°C gelagert oder direkt
zweimal mit 0,5 M NaCl in 1x PBS gewaschen.

Das aufgetaute Ziegenserum wurde mit 1x PBS 1:1 verdinnt und Uber Nacht mit dem
immobilisierten Antigen auf einem Uberkopf-Rotator bei 4°C inkubiert. AnschlieRend
wurde die Sepharose funfmal mit 0,5 M NaCl in 1x PBS gewaschen und in eine Saule
Uberfuhrt. Die Elution des Antikorpers erfolgte mit 0,2 M Essigsaure und 0,5 M NaCl
(pH 1,8 bis pH 2,8). Die gesammelten Fraktionen wurden sofort neutralisiert
(100 I 2 M Tris/HCI (pH 9,0) zu 50Qul Eluat) und ein Aliquot auf Nitrocellulose
getropft, um mit Ponceaurot-Farbung deren Antikérpergehalt zu uberprifen. Die
positiven Fraktionen wurden vereinigt, gegen 1x PBS dialysiert und eingeengt (UH 100/1
Ultrahllsenapparatur, Schleicher & Schuell, Dassel). Die Antikdrperldsung wurde im

Verhaltnis 1:1 mit 87% Glyzerin versetzt und bei -20°C gelagert.

3.4.8.3 Immunozytologie und Immunfluoreszenz-Mikroskopie (IF)

Adhéarente Saugerzellen wurden auf sterilen Deckglaschen in 3,5 cm Zellkulturschalen
oder in 1,7 craGlas-Objekttrager-Kkammern ausgesat, transfiziert, weiterkultiviert
(24 h, 48 h oder 72 h) und fixiert (Tab. 3.11). Nach Absaugen des Mediums wurden die
Zellen entweder mit 3,7%iger FA-LOsung oder 2%iger Para-FA-L6sung fir 10 min bei
RT fixiert. Nach zwei PBS-Waschschritten wurden die Zellen mit einer Triton-X-100-
Losung fur 5 min auf Eis permeabilisiert. Die Zellen wurden in Blockldsung abgesattigt
und anschlief3end mit dem Primar-Antikérper (Verdinnung in Blocklosung) fur 45 min
bei RT inkubiert. Nach drei PBS-Waschschritten folgte die Inkubation mit einem Alexa-,
FITC- oder Rhodamin-gekoppelten Sekundar-Antikérper (Verdinnung in Blocklésung)
fur 45 min bei RT in der Dunkelheit. Zur Anfarbung der DNS wurde der Verdinnung des
Sekundar-Antikorpers Hoechst oder DAPI zugesetzt. AbschlieRend wurden die Zellen
viermal mit PBS gewaschen, die Deckglaschen kurz abgetropft und mit
,GLOW-Mounting-Medium* Uberschichtet auf einen Objekttrager gebracht oder im Fall
der Objekttrager-Kammern mit einem Deckglaschen abgedeckt. Die Auswertung erfolgte
nach Polymerisation des Mounting-Mediums an einem Axioskop-llI-Fluoreszenz-

Mikroskop (Zeiss, Jena) mit Hilfe der IP Lab Software Scientific Image Processing 3.5.5
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(Scanalytics, Inc.) und einer MicroMax CCD Kamera (Princeton Instruments,

New Jersey, USA). Die Praparate wurden langerfristig bei 4°C gelagert.

Tabelle 3.11: Immunfluoreszenz-Methoden.

Deckglaschen Objekttrager-Kammer
Transfektion Effectene, Superfect Superfect
Fixierung Para-FA, FA; 2 ml Para-FA; im Glas-Tank
PBS Waschschritt 2ml im Glas-Tank
Triton-X-100-L6ésung 2 mi 0,5 ml
Blocklésung 2 mi 0,25 mi
Primar-Antikérper 85 ul 150 pl
Sekundar-Antikodrper 85 ul 150 pl
~.Mounting-Medium* 10 ul 5 Tropfen

Zusammenstellung der in der Immunfluoreszenz eingesetzten Reagenzien und deren Volumina fur auf
Deckglaschen oder in Glas-Objekttrager-Kammern kultivierte adharente Saugerzellen.

3.4.9 Praparation von Gesamt-Zell-Lysat

Um Gesamt-Zell-Lysat adharenter Gewebekulturzellen fur SDS-PAGE-Proben zu
praparieren, wurden die Zellen direkt in 2x-SDS-Probenpuffer ohne Bromphenolblau
aufgenommen und sofort bei 95°C fir 5 min inkubiert. Flr die Bestimmung der
Proteinkonzentration wurde ein Aliquot abgenommen, die restliche Probe mit DTT

versetzt, nochmals bei 95°C inkubiert und in flussigem Stickstoff eingefroren.

3.4.10/n vitro DeSUMOylierung Proteasom-Inhibitor-behandelter
293T-Zellen

293T-Zellen wurden 5-7 h mit Proteasom-Inhibitor MG132 (M) behandelt, im
Anschluss daran trypsiniert, fur 2 min bei 400 g abzentrifugiert und zweimal mit PBS
gewaschen. Fur eine spéatere Weiterverarbeitung wurden die Zellen als Pellet auf

Trockeneis schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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Fur diein vitro DeSUMOylierung wurden die eingefrorenen Zellen aufgetaut und in
1x Transportpuffer (mit Apyrase 5 j/Puffer, Prot-1-Mix) lysiert, indem sie zehnmal
durch eine 0,4 mm Kanule gespult wurden. Ein Aliquot wurde direkt ,ai¢ett
abgenommen, mit 2x-SDS-Probenpuffer versetzt, bei 95°C fur 5 min inkubiert und
eingefroren. Das restliche Zell-Lysat wurde bei 37°C inkubiert und nach 1 h und 3 h ein

Aliquot mit 2x-SDS-Probenpuffer versetzt, bei 95°C fir 5 min inkubiert und eingefroren.

3.4.11 Nachweis der Ubiquitinierung von SUMO  in vivo

Fur den Nachweis der Ubiquitinierung von SUM®vivo wurde das His-Ubiquitin-
Konstrukt pMT107, welches ein multimeres Vorlaufer-Protein mit achgbBlsquitin-
Einheiten kodiert (Treier et al., 1994), in 293T-Zellen tberexprimiert. Deren Zell-Lysate
wurden einem Ni-NTA-,Pulldown” unterzogen.

Standardmalfig wurden zwei 10 cm Zellkulturschalen 293T-Zellen (40-60% konfluent)
mit je 2ug SUMO-Konstrukt und g His-Ubiquitin ko-transfiziert (mit Polyfect). Fur

den Nachweis der Ubiquitinierung von endogenem SUMO1 wurden acht 10 cm Schalen
mit 8 pg His-Ubiquitin pro Schale transfiziert (mit Polyfect). In einigen Experimenten
wurden die Zellen nach 20-24 h Transfektion zusatzlich fir 5-7 h mit dem Proteasom-
Inhibitor MG132 behandelt. Geerntet wurden die Zellen in denaturierendem Pufferl
(pH 8,0) mit 5 mM Imidazol (2 ml pro 10 cm Schale) mit Hilfe eines Zellschabers.
Um Proteindegradationnd Demodifikation der SUMO- und Ubiquitin-Konjugate zu
unterbinden, wurde der Puffer mit Prot-I-Mix und 10 mM Jodoacetamid versetzt.
Die Lysate wurden dreimal 30 sec auf Eis mit Ultraschall behandelt und ftr 30 min mit
100000 g bei 4°C zentrifugiert. Deren Uberstande wurden mit gewaschener und
aquilibrierter Ni-NTA-Agarose der Firma Qiagen (13050%iger Ni-NTA-L6sung pro

zwei 10 cm Schalen) in einem 15 ml Falcon-GefaR auf einem Uberkopf-Rotator liber
Nacht bei 4°C inkubiert. In den folgenden Waschschritten wurden die Zell-Lysate, wie
beschrieben (Treier et al., 1994)p n denaturierenden zu nativen Bedingungen

umgepuffert. Alle Puffer enthielten Prot-I-Mixnd 1 mM [B-Mercaptoethanol.
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Der Puffer des ersten, vierten, fiinften und siebten Waschschritts sowie der Elution wurde
jeweils mit 10 mM Jodoacetamid versetzt. Mit dem letzten Waschschritt wurde die
Ni-NTA-Agarose in ein Micro Bio-SpihChromatographie-Saulchen der Firma BioRad
Uberfihrt. Die Elution erfolgte mit 1 ml Puffer2 (pH 8,0) und 250 mM Imidazol pro
Séulchen. Das Eluat wurde mit Puffer2 bis auf eine Konzentration von 6,25 mM Imidazol
verdunnt (Prot-I-Mix, 1 mM3-Mercaptoethanol) und ein zweites Mal mit gewaschener,
aquilibrierter Ni-NTA-Agarose der Firma Qiagen (AD50%iger Ni-NTA-LAsung pro

zwei 10 cm Schalen) in einem 50 ml Falcon-GefaR3 fur 1,5 h bei RT oder einige Stunden
bei 4°C auf einem Uberkopf-Rotator inkubiert. Die Ni-NTA-Agarose wurde fiir 2 min
mit 350 g abzentrifugiert und in 1 ml Puffer2 mit 10 mM Imidazol gewaschen.
Nach erneuter Zentrifugation wurde die Ni-NTA-Agarose in 150 2x-SDS-
Probenpuffer aufgenommen, 5 min bei 95°C inkubiert und mit 15000 g abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorf-GefaR tiberfuhrt und in flissigem

Stickstoff eingefroren.

3.4.11.1 Ulpl-Behandlung der an Ni-NTA-Agarose gebundenen
His-Ubiquitin-Proteine in vitro
Fur diein vitro Ulp1-Behandlung wurden die mit His-Ubiquitin modifizierten Proteine
einer in vivo Ubiquitinierung (3.4.11) - noch an Ni-NTA-Agarose gebunden - in
1x Transportpuffer (Prot-I-Mix mit PEFAR-Mercaptoethanol) tberfihrt. Nach vier
Waschschritten (1x Transportpuffer) wurde die Ni-NTA-Agarose in zwei gleiche
Volumina geteilt, so dass letztendlich 30 50%iger Ni-NTA-L6sung mit 30ul
Transportpuffer versetzt waren (gilt fur Standard-Ansatz aus zwei 10 cm
Zellkulturschalen 293T-Zellen). Eines der beiden Ni-NTA-Volumina wurde mit GST-
Ulpl versetzt, das andere mit Transportpuffer (Kontrolle). Unter mehrmaligem
Aufwirbeln der Ni-NTA-Agarose wurden die Ansatze 10 min bei 37°C inkubiert.
Nach Abkuhlung der Ansatze auf Eis wurden diese mit 350 g bei 4°C abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde mit 2x-SDS-Probenpuffer versetzt, bei 95°C fir 5 min inkubiert
und in flussigem Stickstoff eingefroren. Die an der Ni-NTA-Agarose gebundenen

Proteine wurden drei weiteren Waschschritten (1x Transportpuffer) unterzogen, nach
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dem letzten Waschschritt mit 150 2x-SDS-Probenpuffer versetzt, bei 95°C fir 5 min

inkubiert und in flissigem Stickstoff eingefroren.

3.4.12In vitro SUMOylierung von RanGAP1 als Kompetition von
SUMO1-Wildtyp mit SUMO1-Mutanten in der FRET-Analyse

Der Reaktionsansatz fur eine FRET-MessuUrigdrescence Resonance Energy Transfer,

FRET) der RanGAP1-Modifikation mit SUMQ1 vitro enthielt die Komponenten der
RanGAP1-Maodifikation mit SUMOI1n vitro (3.4.5). Statt RanGAP1 und SUMO1
wurden jedoch die Fluorophoren-Fusionsproteine CFP-RanGAPL1tail (Donor) und
YFP-SUMOIAC4 (Akzeptor) eingesetzt. Ein Reaktionsmix (Pramix) aus rekombinantem
Aosl/Uba2 (E1-Enzym)Jbc9 (E2-Enzym), CFP-RanGAP1tail (Substrat) und
YFP-SUMOMC4 wurde in Transportpuffer mit Tween20 und Ovalbumin hergestellt,
aliquotiert und in flissigem Stickstoff eingefroren (Tab. 3.D&s bendétigte Pramix-
Volumen wurde auf Eis aufgetaut und kompetitierend ein nicht-fluoreszierendes
SUMO1 &L4-Konstrukt hinzugegeben. Fur eine parallele Messung der Kompetition
verschiedener SUM@YC4-Konstrukte wurden die rekombinanten SUMO1-Proteine im
Coomassie-Gel abgeglichen und von jedem eine zehnstufige Verdinnungsreihe
(4 uM Start-Konzentration, 1:1 Verduinnungsschritte) in Transportpuffer (Prot-I-Mix,
DTT) angesetztle 20ul Pramix wurden mit ful einer SUMO1-Verdlinnungsstufe direkt

in der Vertiefung einer ,Fluorescence Reader”-Platte gemischt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 2ul ATP (Endkonzentration: 1 mM) gestartet und im
Fluoreszenzspektrometer (Fluorosk&stent FL Type 374, Labsystems, Finnland) bei
30°C inkubiert. Die Extinktionswerte fir CFP (485 nm) und YFP (527 nm) wurden alle
zwei Minuten gemessen und aufgezeichnet. Die Analyse der gesammelten Daten
(Dauer der Messung 100 Minuten) wurde mit dem Computerprogramm

Fluoroskamiscent FL der Firma Labsystems durchgefuhrt.
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Als Kontrolle der CFP-RanGAP ltail-Modifikation wurden nach der Messung Aliquots
der Reaktionen mit 2x-SDS-Probenpuffer versetzt, fir 5 min bei 95°C inkubiert, im

8%igen SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und in der Immunoblot-Analyse ausgewertet.

Tabelle 3.12: Standard-Reaktionsansatz 320 pl) fur die SUMOylierung von RanGAP1 als
Kompetition von SUMO1-Wildtyp mit SUMO1 AC4-Konstrukten in der FRET-Analyse.

Komponente Konzentration
Aosl/Uba2 8 nM

Ubc9 10 nM

YFP-SUMO1AC4 1uM

CFP-RanGAP1tail 100 nM

Ovalbumin Grade VI 0,2 mg/ml

Tween20 0,05% (v/Vv)
Transportpuffer (Prot-I-Mix, DTT) | 1x

ATP 1 mM
SUMO1AC4-Konstrukt Start-Konzentration: 4 pM
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4  Ergebnisse

Die allgemeine Fragestellung nach Mechanismus und Funktion der reversiblen
SUMOylierung war Grundlage fir die in dieser Arbeit durchgefiihrte SUMO1-
Mutagenese. Die Analyse der Mutanten erfolgte in zwei parallelen Ansatzen:

1) Deletionsmutanten des SUMO-spezifischen N-Terminus und eine Mutante einer
gegenuber Ubiquitin stark abweichenden C-terminalen Sequenz wurden mit
diversen biochemischen und zellbiologischen Verfahren untersucht (4.2.1-4.2.6).

2.) Eine gréRere Anzahl von Mutanten mit Mutationen der Oberflachen-exponierten
Aminosaure-Reste wurde in der transienten Transfektion bezlglich ihres
SUMOylierungsmusters sowie mit der Immunfluoreszenz-Mikroskopie beztiglich

ihrer zellularen Lokalisation analysiert (4.3.1-4.3.3).

4.1 Herstellung von Reagenzien

Fur die geplante Analyse wurde zuné&chst ein Verfahren zur Expression und Aufreinigung
von SUMO-Proteinen etabliert und ein SUMO1-spezifischer Antikdrper generiert.

Aulerdem wurde ein rekombinantes Fragment von RanBP2, einem Protein der
zytoplasmatischen Filamente des Zellkernporenkomplexes (2.3.4) bendtigt, welches in

Zusammenarbeit mit Dr. A. Gast kloniert, exprimiert und aufgereinigt wurde.

4.1.1 Expression und Reinigung nicht-markierter SUMO1-Proteine

Fur die biochemische Analyse sowie fur die Generierung des SUMO1-spezifischen
polyklonalen Antikdrpers wurden nicht-markierte rekombinante SUMOZ1-Proteine in
groRerem Maldstab benotigt. Ausgehend von GST-SUMOZ1(AS 1-101) im bakteriellen
Expressionsvektor pGEX2T wurden zunadchst die Konstrukte SUMQYGMT
-AN10AC4 und AN21AC4 mittels PCR-Amplifikation und Ligation in den bakteriellen

Expressionsvektor pET11a kloniert. Weitere SUMO1-Mutanten wurden ausgehend von
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SUMO1WTAC4 mit Hilfe der gerichteten Mutagenese in einer PCR-Reaktion hergestellt.

AC4-Konstrukte entsprechen der C-terminal prozessierten und somit konjugierbaren
Form des humanen SUMO1, die C-terminal mit dem fur die Konjugation essentiellen
GG-Motiv endet.
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Abbildung 4.1: Aufreinigung rekombinanter SUMO-Proteine.

(A) Saulenelutionsprofil der Aufreinigung rekombinanten SUM@I2IAC4 Uber eine analytische
Superdex200-FPLC-Saule und Coomassie-Gel der Fraktionen 16, 18 und 20-27.

(B) Um die Proteinmengen verschiedener SUMO-Préparationen abzugleichen, wurden diese in einem
15%igen SDS-PAGE-Gel aufgetrennt, mit Coomassie gefarbt und mit der Software ,Image Master
1D Elite Version 3.00({Amersham Pharmacia Biotech) ausgewer&tINIO1, AN21: Tab. 4.1)

Nach Austesten verschiedener Inkubationstemperaturen und Expressionszeiten wurde die
Expression irE. coli BL21(DE3)-Zellen bei 37°C und eine IPTG-Induktionsdauer von

4-5 h als optimal herausgearbeitet. Die Zell-Lyse auf Eis mit Ultraschall erfolgte unter
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den Pufferbedingungen, die fur den an eine Ultra-Zentrifugation anschliel3enden
Aufreinigungsschritt Gber einen Anionen-Austauscher (Q-Sepharose) optimiert worden
waren (50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 50 mM NacCl). In einer Gelfiltration Utber eine
analytische Superdex75-FPLC-Saule bzw. praparative Superdex200-FPLC-Saule wurden
die in Lésung gebliebenen Proteine nach ihrem Stoke’schen Radius aufgetrennt
(Abb. 4.1 A). Dieses Aufreinigungsprotokoll lieferte bis zu 2 mg SUMO-Protein pro
Liter Bakterienkultur von 80-90%iger Reinheit. Diese Methode wurde als Standard-
Aufreinigung bakteriell exprimierter SUMO-Proteine in der Arbeitsgruppe etabliert.
Aufgrund des unterschiedlichen Molekulargewichts der N-terminalen SUMO1-
Deletionsmutanten und des variierenden Verunreinigungsgrades durch bakterielle
Proteine von Praparation zu Praparation, wurden die Konzentrationen der jeweils im
Experiment benoétigten SUMO1-Préaparationen anhand eines Coomassie-Gels abgeglichen
(Abb. 4.1 B). Die Auswertung erfolgte mit der Software ,Image Master 1D Elite Version

3.00* (Amersham Pharmacia Biotech).

4.1.2 Herstellung und Charakterisierung des polyklonalen SUMO1-

spezifischen Antikorpers

Fur die SUMO1-Struktur-/Funktionsanalys@r es erforderlich neben dem kommerziell
zu beziehenden monoklonalen Antikorpe&MP1 einen polyklonalen Antikdrper zur
Verfigung zu haben. Dieser wurde mit rekombinantem nicht-markiertem SHED1

als Antigen in einer Ziege hergestellt. Die erste Injektion erfolgte mit TiterMax Gold im
Verhaltnis 1:1 mit dem aus Bakterien aufgereinigten SUNMOL (1mg/ml). Nach sechs
Wochen wurde die Immunisierung in vierwdchigem Abstand mit Freund’s Adjuvant
.incomplete” fortgesetzt.

Aus dem Ziegen-Antiserum wurde der SUMOLl-spezifische Antikoérper Uber
Affinitatsaufreinigung gewonnen. Das mit 1x PBS verdinnte Serum (im Verhéltnis 1:1)
wurde mit dem an Zyanbromid-aktivierte-Sepharose gebundenen Antigen (SAGMP1
Uber Nacht inkubiert. Nach Waschschritten mit 0,5 M NaCl in 1x PBS erfolgte die
Elution tGber eine Saule mit 0,2 M Essigsaure und 0,5 M NaCl (pH 1,8 bis pH 2,8) und
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sofortige Neutralisation mit 1 M Tris/HCI (pH 9,0). Die gegen 1x PBS dialysierte
Antikorper-Losung wurde ankonzentriert, mit Glyzerin versetzt und bei -20°C gelagert.
Die Qualitat des gereinigten Antikérpers wurde anhand einer Verdlinnungsreihe im
Immunoblot Uberpruft. Abbildung 4.2 zeigt die beiden Antikdrp&MP1 (monoklonal)

und aS1 (polyklonal) im Vergleich. SUMO1-Konjugate des HelLa-Zell-Lysats konnten
mit aGMP1 erheblich besser detektiert werden alsa§f (nur firaGMP1 gezeigt,

Abb. 4.2 A).

A B

HelLa-Zell-Lysat [ ul] :
40 30 20 10
53 — S1

id | .

HelLa-Zell-Lysat [ ] :
40 30 20 10

S1- a S1 (1:350)
. — — % Konj.

- HelLa-Zell-Lysat (30 pl)
+ rekombinantes SUMO1 AC4

25 10 5 25 -  [ng]
= — st M — | — 3]
a GMP1 (1:750) 0@ *

a S1 (1:350)

Abbildung 4.2: Antikoérper-Titration zur optimalen Detektion von endogenem SUMO1
(nicht-konjugiert und konjugiert).

(A) Die angegebenen Mengen HelLa-Zell-Lysat wurden in einem 15%igen SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und
mit dem monoklonalen Antik6rpexGMP1 (1:750) immunologisch detektiert. Der sekundéare Antikorper
algG/Maus wurde 1:10000 eingesetzt.

(B) Die angegebenen Mengen HelLa-Zell-Lysat odemqB6éleLa-Zell-Lysat mit rekombinantem AC4

wurden in einem 15%igen SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und mit dem polyklonalen, affinitatsgereinigten
Ziegen-AntikérperaS1 (1:350) immunologisch detektiert. Der sekundare Antikbodg6/Ziege wurde
1:10000 verdiunnt eingesetzt. Bemerkungg1 hauptséchlich gegen SUMO1-C-Terminus gerichtet.

(*: kreuzreagierende Bande)
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Im Gegensatz dazu wurde nicht-konjugiertes oder rekombinantes SUMO1 (m81fur
gezeigt / Abb.4.2 B) von beiden Antikérpern in den jeweils optimalen Verdinnungen
gleichermalien detektiert. Eine Erklarung daflr wurde im Laufe der Arbeit gefunden.
Der polyklonale AntikérpemiS1 scheint hauptsachlich ein C-terminales Epitop zu
erkennen, welches in Konjugaten maskiert ist. Dementsprechend wurde der polyklonale
Antikérper aS1 in der Immunoblot-Analyse vorwiegend zur Detektion des nicht-

konjugierten SUMOL eingesetzt.

4.1.3 Expression und Reinigung von RanBP2 AFG

Eines der biochemischen Verfahren fur die Analyse der N-terminalen Deletionsmutanten
war die RanGAP1*SUMO1-Interaktion mit RanBNHZ5 (4.2.4). Hierfir wurde die

RanGAP1*SUMO1-Interaktion vermittelnde Sequenz (ca. 30 kDa) des humanen RanBP2
(358 kDa) als rekombinantes Fragment bendtigt. In Zusammenarbeit mit Dr. A. Gast
wurde dieses Fragment (AS 2553-2838), ausgehend von der durch Dr. T. Nishimoto
freundlicherweise zur Verfiugung gestellten cDNS des humanen RanBP2, in einen
bakteriellen Expressionsvektor kloniert und als GST-Fusionsprotein bei 37°C exprimiert.
Das uber Glutathion-Sepharose angereicherte GST-R&xiBP2vurde mit Faktor Xa

geschnitten und die Praparation nochmals mit Glutathion Sepharose inkubiert, um die
noch vorhandenen GST-Fragmente zu entfernen. Mit Hilfe der Uber eine préaparative
Superdex200-FPLC-Saule erfolgten Gelfiltration wurde die RaABB2Praparation in

einem letzten Schritt von eventuellen Degradationsprodukten und bakteriellen Proteinen

gereinigt.
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4.2 Biochemische und zellbiologische Analyse von N- und

C-terminalen SUMO1-Mutanten

4.2.1 Etablierung von Mutanten flr bakterielle und zellulare Expression

Innerhalb der Gruppe Ubiquitin-dhnlicher Proteine ist die unstrukturierte N-terminale
Sequenz das hervorstechende Merkmal der SUMO-Protein-Familie. Die Funktion dieser
Domane ist aber unbekannt (2.3.1, Abb. 2.3). Um die daraus resultierende Frage nach der
Funktion dieses Strukturmerkmals beantworten zu kénnen, wurden N-terminale SUMO1-
Deletionsmutanten (SUM@IN10, AN21) hergestellt und in einer
Struktur-/Funktionsanalyse charakterisiert.

Ergdnzend zu der Analyse der N-terminalen Sequenz wurde die C-terminale Sequenz
QEQ (AS 92-94) anhand einer Tripel-Mutation (T-ubi) mit Austausch zu den analogen
Aminosaure-Resten in Ubiquitin (Q92L/E93R/Q94L) untersucht. Dabei wurden die zwei
polaren Aminosaure-Reste (Q) durch neutrale (L) ersetzt und die saure Seitenkette (E)
gegen eine hydrophobe ausgetauscht (R). Ein oder zwei polare Aminosaure-Reste sind an
dieser C-terminalen Position fur die SUMO-Proteine charakteristisch (Abb. 2.2). Flr den
Aminosaure-Rest R72 in Ubiquitin ist die Beteiligung an der Interaktion mit dem
Ubiquitin-E1-Enzym schon lange bekannt (Burch und Haas, 1994). SUMO1-T-ubi wurde
mit SUMOIAC4/pET11a als Matrize in einer gerichtetewitro Mutagenese hergestellt.

Tabelle 4.1: SUMO1-Konstrukte fir die bakterielle und zellulare Expression.

SUMO1-Mutante Abkirzung N-Terminus C-Terminus
S1(AS 1-97) WT MSDQEAKPSTEDLGDKKEGEYIKL... ...EVYQEQTGG
S1 (AS 11-97) AN10 EDLGDKKEGEYIKL... ...EVYQEQTGG
S1 (AS 22-97) AN21 IKL... ...EVYQEQTGG
S1/Q92L/E93R/Q94L AC4 T-ubi MSDQEAKPSTEDLGDKKEGEYIKL... ...EVYLRLTGG

N- und C-terminale Aminosaure-Sequenzen des SUMO1-Wildty§ )(und der SUMO1-Mutanten
(AN10, AN21, T-ubi) fur die ausfiihrliche biochemische und zellbiologische AnalgkE.SUMO1)
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4.2.2 In vitro SUMOylierung

Fur eine erste Charakterisierung wurden die SUMO1-Mutadiea @, AN21, T-ubi) auf

ihre Fahigkeit der SUMOylierung getestet. Hierflr wurden zwei verschieden&o

Systeme genutzt, in denen jeweils RanGAP1 als Substrat eingesetzt wurde.

1)

2)

In derin vitro SUMOylierung wird ein Reaktionsansatz entweder mit den
bakteriell exprimierten Proteinen Aosl/Uba2 (E1-Enzym), Ubc9 (E2-Enzym),
RanGAP1 (Substrat) und SUMO1 oder mit HeLa-Zell-Lysat (endogene Mengen
El-, E2-Enzym, E3-Ligasen, Substrate) und SUMOL1 auf Eis gemischt, bevor die
Reaktion mit ATP bei 37°C gestartet wird. Die Auswertung erfolgt Gber
Auftrennung der Ansatze in einem SDS-PAGE-Gel und anschlieRender
Immunoblot-Analyse. FiUr RanGAP1 als Substrat wird anhand des 20kDa-
GroRRenunterschieds von RanGAP1 und RanGAP1*SUMO1 quantifiziert, far
HelLa-Zell-Lysat als Substratquelle wird anhand der gebildeten SUMO1-
Konjugate im hochmolekularen Bereich ausgewertet. Diese Methode wurde unter
Mithilfe von U. Gartner (Aufreinigung der E1-, E2-Enzyme und RanGAP1;
Austesten der Konditionen) in unserem Labor etabliert.

Die zweite Methode dean vitro SUMOylierung basiert auf einer FRET-Analyse
(Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET) zwischen den beiden
fluoreszierenden Proteinen CF&/dn fluorescence protein) und YFP yellow
fluorescence protein). FRET findet statt, wenn das Absorptionsspektrum des
Akzeptorproteins (YFP) mit dem Emissionsspektrum des Donorproteins (CFP)
Uberlappt (Abb. 4.3 A). Diese Standard-Reaktion von CFP-RanGAP1tail (Donor)
mit YFP-SUMOMC4 (Akzeptor) wurde im Labor von U. Gartner etabliert
(Abb. 4.3 B). Die Mdoglichkeit parallel angesetzte Titrationsreihen mit einer
grolen Anzahl an Zeitmesspunkten zu kombinieren fuhrt zu einer

Quantifizierung von hoher Genauigkeit.
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A Donor  Akzeptor B
CFP YFP In vitro SUMOQylierung
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CFP-RGtail (AS 400-589) Aos1/Uba2 +ATP
s YFP-S1 (AS 1-97) Ubc9
3
IS
w
527 nm
[T al - v
425 525 625 nm @ -
+ Aosl/Uba2
+ Ubc9
_—
\ + ATP
5 <.
g <
2 k'Y g
3 J 430 nm 430 nm
—_— 430 nm
< 1 ________:/ \ 485 nm =
I ]
350 450 550 nm

Abbildung 4.3: In vitro SUMOylierung von RanGAPL1 in der FRET-Analyse.

(A) Anregungs- und Emissionsspektren der beiden Fluorophore CFP/Donor (430 nm; 485 nm) und
YFP/Akzeptor (485 nm; 527 nm).

(B) Schematische Darstellung dém vitro SUMOylierung von RanGAP1 in der FRET-Analyse.

Die rekombinanten Proteine CFP-RanGAP1tail (AS 400-589) (240 ng), Aos1/Uba2 (30 ng), Ubc9 (1 ng)
und YFP-SUMONDC4 (AS 1-97) (240 ng) werden auf Eis gemischt. Die mit ATP gestartete Reaktion wird
im Fluoreszenzspektrometer bei 30°C inkubiert und wahrenddessen mit 430 nm angeregt.
Die Emissionsspektren von CFP (485 nm) und YFP (527 nm) werden im Abstand von 2 min aufgezeichnet.

In vitro SUMOQylierung von RanGAP1
Fur diein vitro SUMOylierung wurden SUMQAN10, AN21, -T-ubi und -WT bakteriell

exprimiert, biochemisch aufgereinigt und deren Konzentrationen tiber ein Coomassie-Gel
abgeglichen (4.1.1, Abb. 4.1). Die vitro SUMOylierung wurde mit den vier SUMO1-
Konstrukten parallel Uber einen bestimmten Zeitverlauf durchgefihrt. In der
anschlieenden Immunoblot-Analyse mRanGAP1 wurden RanGAP1*SUMO1 und
RanGAPL1 detektiert (Abb. 4.4). Beide N-terminalen Deletionsmutanten zeigten im
Vergleich zu der SUMOylierungskinetik des Wildtyps keine signifikanten Unterschiede.
Dies lasst vermuten, dass der N-Terminus in SUMOL fur die SUMOylierung - zumindest

des GTPase Ran aktivierenden Proteins RanGAPL1 - unter den gewahlten Bedingungen
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nicht essentiell ist. Die C-terminale Tripel-Mutante (T-ubi) zeigte hingegen im Vergleich
zu SUMO1WT eine erheblich verlangsamte SUMOylierungskinetik. Dies deutet auf eine
reduzierte Enzym-Interaktion infolge des Austausches zu den analogen AS des
Ubiquitins (Q92L/E93R/Q94L).

t, t5 tp by ty [min]

essenpesnems — RG*S1 Abbildung 4.4:
S1 In vitro SUMOylierung von RanGAP1.
—_—— — RG Rekombinantes RanGAP1 (AS 1-589)
(225 ng) wurde mit rekombinante
R —— el A C S} E1-Enzym (20 ng), E2-Enzym (100 ng)
AN10 S und je einem SUMO1-Konstrukt (100 ng)
e — RG bei 37°C inkubiert. Die mit ATP (1 mM)
. gestartete SUMOylierung wurde zu den
AN21 I ——— RG*S1 angegebenen Zeitpunkten (min) tmi
—— . — RG 2x-SDS-Probenpuffer gestoppt und inr de
Immunoblot-Analyse mit aRanGAP1
— RG*S1 nachgewiesen.
T-ubi (RG*S1: RanGAP1*SUMO1-Konstrukt;
D emnamp e o= | — RG RG: RanGAP1;S1: SUMO1; AN10,
AN21, T-ubi: Tab. 4.1)
a RG

In vitro SUMOylierung mit HeL a-Zell-Lysat (Substrate) und endogenen E3-Ligasen

Die bislang durchgefuhrte vitro SUMOylierung beschrankte sich auf RanGAP1 als
Substrat. Um die SUMOylierungseigenschaften der SUMO1-Mutanten zum einen anhand
eines erweiterten Substratspektrums, zum anderen unter Einfluss endogener SUMO-E3-
Ligasen zu analysieren, wurde einme vitro SUMOylierung mit HelLa-Zell-Lysat
angesetzt. Die SUMO1-Proteine SUMO1WZAN10, AN21 und -T-ubi wurden jeweils

mit HelLa-Zell-Lysat versetzt und fur 30 min bei 37°C inkubiert. Das gleiche Volumen
HelLa-Zell-Lysat ohne rekombinantes SUMO1 wurde parallel als Kontrolle inkubiert.
Start- und Endpunkt der Reaktionen wurden in einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und in
der Immunoblot-Analyse ma@GMP1 die SUMO1-Konjugate detektiert (Abb. 4.5).
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Abbildung 4.5:
In vitro SUMOylierung mit HelLa-Zell-
\ S1- Lysat als Substratquelle.
C Koni. Rekombinantes SUMO1 (100 ng) wurde
= == . mit HeLa-Zell-Lysat fir 30 min bei 37°C

inkubiert. Start- und Endpunkt der
Reaktionen wurden in einem 5-20%igen
SDS-PAGE-Gradienten-Gel aufgetrennt
und in der Immunoblot-Analyse i

- 0GMP1 undaRanGAP1 immunologisch
-S1 detektiert.

a GMP1 (-: Kontrolle ohne rekombinantes SUMO1;
WT, S1: SUMO1; AN21, AN10,
— — RG*S1 T-ubi: Tab. 4.1;RG: RanGAP1;
- RG *: RanGAP1*SUMO1)
a RG

Die N-terminalen Mutante®AN10 und AN21 zeigten dem Wildtyp entsprechende
SUMOylierungsmuster. Somit scheinen die Substratspektren der Mutanten mit dem des
Wildtyps identisch zu sein und die Deletion des N-Terminus scheint keine Auswirkung
auf die SUMO-E3-Ligase-Aktivitaten zu haben. Fur die C-terminale Tripel-Mutante
T-ubi wurden unter diesen Bedingungen keine SUMO1-Konjugate detektiert.

Dies bedeutet, dass der Defekt in der SUMOylierungsfahigkeit Substrat-unabh&ngig ist.

In vitro SUMOylierung von RanGAP1 als Kompetition von SUMO1-Wildtyp mit
SUMO1-Mutanten in der FRET-Analyse
Mit dieser FRET-Methode wird die Fahigkeit verschiedener SUMO1-Mutanten mit

YFP-SUMOL1 zu konkurrieren analysiert. Gemessen wirdrcdvgro SUMOylierung von
RanGAP1 (Standard-Reaktion, Abb. 4.3 B) mit ansteigenden Mengen von
nicht-fluoreszierendem SUMO1. Eine Inhibition der Bildung von
CFP-RanGAP1ltail*YFP-SUMO1-Konjugaten und somit des FRETs wird entweder durch
Bildung von CFP-RanGAP1tail*SUMO1-Konjugaten verursacht oder resultiert aus der
Inhibition von Teilreaktionen der SUMOylierung (E1- oder E2-Enzym-Thioester-

Bildung), verursacht durch das nicht-fluoreszierende SUMO1-Konstrukt.
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Bei vollstandiger Kompetition gleicht das Emissionsspektrden Kontrolle (-ATP),
findet keine Kompetition durch das nicht-fluoreszierende SUMO1 statt, gleicht das

Emissionsspektrum der Standard-Reaktion.

>
%o

N
o . ¢ @ &
Kompetition mit SUMO1 &S ®O$ &
< &
08 © e
o
G
g P — CFP-RG*YFP-S1
o
[
>C- &  SUMOylierung v~ CFP-RG*S1
.g & Kompetition
g O  Kontrolle “— — CFP-RG
i
Zeit [min] a RGtail
Kompetition mit SUMO1-Konstrukten
0,74
% —_— keine Kompetition
- +  WT- Kompetition
o
|.>|: + AN10- Kompetition
c
.% — + AN21- Kompetition
(2]
€ — Kontrolle
|

Zeit [min]

Abbildung 4.6: In vitro SUMOylierung von RanGAP1 als Kompetition von YFP-SUMO1WT mit den
nicht-fluoreszierenden SUMO1-Konstrukten WT,AN10 undAN21 in der FRET-Analyse.

(A) FRET-Analyse (Diagramm der Emissionsquotienten) und Immunoblot-Analyseindeitro
SUMOylierung von RanGAP1 als Kompetitionsstudi@lUMOylierung: Reaktion Abb.4.3 B;
Kompetition: SUMOylierung mit Zusatz nicht-fluoreszierenden SUMOI1XCRH;
Kontrolle: SUMOylierung ohne ATP. In der Immunoblot-Analyse mRGtail wurde die SUMOylierung
von CFP-RanGAP1tail in der Kompetitionsreaktion Uberpruift.

(B) Diagramm der Emissionsquotienten je einer Verdinnungsstufe der kompetitierenden
SUMO1-Konstrukte AN10AC4, AN21AC4, WTACA4) in derin vitro SUMOylierung von RanGAPL1.
(CFP-RG: CFP-RanGAP1tail (AS 400-589XFP-S1: YFP-SUMOIC4 (AS 1-97);S1: SUMOIACY;
keine Kompetition: SUMOylierung Abb.4.6 B:+: Kompetition mit angegebenem SUMO1-Konstrukt;
WT: SUMOZ1;AN10, AN21: Tab. 4.1;Kontrolle: SUMOylierung ohne ATP)
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Die Komponenten dean vitro SUMOylierung wurden zunéchst auf Eis gemischt und die
Reaktion kurz vor Beginn der Messung im Fluoreszenzspektrometer (Fluosiean

FL Type 374, Labsystems, Finnland) mit ATP gestartet. Wahrend der Inkubation bei
30°C wurde CFP-RanGAP1tail (AS 400-589) mit 430 nm angeregt. In ausreichend
geringem Abstand, als CFP-RanGAP1tail*YFP-SUMO1, wurde YFP-SUMOL1 (AS 1-97)
durch die Emission des CFP angeregt. Im Abstand von 2 min wurden die
Emissionsspektren beider Fluorophoren (CFP: 485 nm, YFP: 527 nm) aufgezeichnet
(Abb. 4.3) und deren Quotient (527 nm/485 nm) mit der Zunahme der Konjugate direkt
korreliert. Abbildung 4.6 A zeigt als Auswertungsbeispiel ein Diagramm, in dem die
Daten einer optimalen SUMOylierung, einer starken Kompetition und einer Kontrolle
(-ATP) aufgetragen sind. Durch die in der Kompetition gewdahlten Menge
nicht-fluoreszierenden SUMO1 wird der Anstieg des Emissionsquotienten fast auf das
Niveau der Kontrolle reduziert. Die Immunoblot-Analyse der abgelaufenen Reaktionen
zeigt, dass in der Kompetitionsreaktion die Modifikation von CFP-RanGAP1tail mit
nicht-fluoreszierendem SUM@TC4 stattgefunden hat.

Im Diagramm in Abbildung 4.6 B sind die Emissionsquotienten nur einer
Verdinnungsstufe der Konstrukte WTAN10 und AN21 aufgetragen.

Die Kompetitionsstarke der N-terminalen Mutadf¥Bl10 ist mit der des Wildtyps
identisch, die der DeletionsmutanfdN21 weicht mit einer Tendenz zu starkerer
Kompetition geringfligig ab. Dieser Effekt wurde noch nicht auf Signifikanz Gberpruft.
Abbildung 4.7 A zeigt fur SUMO1-T-ubiC4 sowie fur SUMO1WAC4, die
Emissionsquotienten vier verschiedener Verdinnungsstufen in je einem Diagramm.
Die Kompetitionsstarke dieser Mutante ist so gering, dass deren Emissionsquotienten
dem Quotienten detin vitro SUMOylierung ohne Kompetition entsprechen.

In der Immunoblot-Analyse ist als Bestatigung der FRET-Messung eine vollstdndige
YFP-SUMOylierung von CFP-RanGAPltail zu sehen (Abb. 4.7 B). Mit grol3er
Wahrscheinlichkeit zeigt dieses Resultat, dass die Mutante T-ubi nicht mehr in der Lage
ist einen Thioester mit dem E1-Enzym Aosl/Uba2 zu bilden. Dieser Befund stimmt mit

den Ergebnissen der bereits durchgefthmemntro SUMOylierungen tberein (4.2.2).
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Abbildung 4.7: In vitro SUMOylierung von RanGAP1 als Kompetition von YFP-SUMO1WTmit den
nicht-fluoreszierenden SUMO1-Konstrukten WT und T-ubi in der FRET-Analyse.

(A) Diagramm der Emissionsquotienten von vier Verdunnungsstufen der kompetitierenden
SUMO1-Konstrukte (WAC4, T-ubAC4) in derin vitro SUMOylierung von RanGAP1.

(B) Immunoblot-Analyse dein vitro SUMOylierung von RanGAP1 zweier Verdlinnungsstufen der
kompetitierenden SUMO1-Konstrukte (\&T4, T-ubAC4). Anhand der Detektion von CFP-RanGAP 1tail
mit aRGtail wurde die SUMOylierung in der Kompetitionsreaktion Gberprift.

(keine Kompetition: SUMOylierung Abb. 4.6 BKontrolle: SUMOylierung ohne ATPWT: SUMO1;

T-ubi: Tab. 4.1;,CFP-RG: CFP-RanGAP1tail (AS 400-589)FP-S1: YFP-SUMOMC4 (AS 1-97);

S1: SUMOIAC4)

Zusammenfassend folgt aus den drei Experimenten der Analysandeitro
SUMOylierung, dass die N-terminale Sequenz in SUMOL1 fur die Modifikation nicht
essentiell ist. Die Ergebnisse fiN10 undAN21 entsprechen stets den Ergebnissen fur
SUMO1WT. Hingegen weist die Tripel-Mutante T-ubi nicht nur Defizite in der
Konjugation auf, sondern konkurriert auch nicht mehr mit SUMO1WT um die E1- oder
E2-Enzym-Bindung. Vermutlich ist diese Mutante schon flr desten Schritt in der

SUMOylierung - der Ausbildung eines Thioesters mit dem E1-Enzym - inkompetent.
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4.2.3 In vitro DeSUMOylierung

In einem weiteren Charakterisierungsschritt wurde untersucht, ob die N-terminale
Sequenz in SUMOL1 - wenn nicht fur die SUMOylierung - fur die DeSUMOylierung

essentiell sei. Dies wurde anhand von SUMOyliertem RanGAP1 und SUMOylierten
HelLa-Zell-Lysat-Proteinen analysiert. Als deSUMOylierende Enzyme wurden entweder
endogene Isopeptidasen (HelLa-Zell-Lysat) oder rekombinantes Ulpl (SUMO-spezifische

Isopeptidase aus cerevisiae) eingesetzt (Li und Hochstrasser, 1999).

In vitro DeSUMOylierung von RanGAP1*SUMO1

Fur diein vitro DeSUMOylierung wurde zunachst rekombinantes RanGAP1 mit den
SUMO1-Konstruktenin vitro SUMOyliert (4.2.2). Die Modifikation wurde durch
ATP-Depletion (Apyrase-Behandlung) auf Eis gestoppt. Da zu dem Zeitpunkt der

Experimente noch keine humane SUMO1-Isopeptidase identifiziert worden war, wurden
endogene Isopeptidasen in Form von HelLa-Zell-Lysat inrdetro DeSUMOylierung
eingesetzt. Nach 3 h Inkubation bei 37°C wurden die Reaktionen durch Zugabe von
2x-SDS-Probenpuffer gestoppt und im Immunoblot-VerfahreraR&anGAP1 analysiert

(Abb. 4.8 A). RanGAP1*SUMQAN10 und AN21 konntenin vitro durch endogene
Isopeptidasen deSUMOyliert werden. Die Kontrolle mit_tiyEmalemid (NEM)
bestatigt, dass die DeSUMOylierung auf Cysteinprotease-Aktivitat beruht. Somit ist die
N-terminale SUMO1-Sequenz fur die DeSUMOylierung von RanGAP1

- zumindestn vitro - nicht erforderlich.

Um eventuell vorhandene Unterschiede in der DeSUMOylierungskinetik festzustellen,
wurde die in vitro DeSUMOylierung optimiert. Statt HelLa-Zell-Lysat wurde
Ulp1-Aktivitat in die DeSUMOylierung eingesetzt und die Reaktion zu drei Zeitpunkten
abgestoppt. Die Proben je einer SUMO1-Mutante und die Proben des Wildtyps wurden
nebeneinander im SDS-PAGE-Gel aufgetragen und die Signale der Immunoblot-Analyse
mit aRanGAP1 im Phosphoimager ausgewertet. Im Diagramm sind die Signalstarken des

jeweiligen RanGAP1*SUMO1-Konstrukts prozentual dargestellt (Abb. 4.8 B).
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Abbildung 4.8: In vitro DeSUMOylierung von RanGAP1*SUMO1-Konstrukten durch
endogene Isopeptidase(A) oder rekombinantes GST-Ulp1B).

(A) In vitro SUMOyliertes RanGAP1 wurde mit HelLa-Zell-Lysat (-ATP, Protl-Mix) bei 37°C inkubiert.
Start- und Endpunkt {t und t,) der Reaktion wurden mit 2x-SDS-Probenpuffer gestoppt und in einem
8%igen SDS-PAGE-Gel aufgetrennt. RanGAP1*SUMO1 und RanGAP1 konnten in der Immunoblot-
Analyse mitaRanGAP1 detektiert werden.

(B) In vitro SUMOyliertes RanGAP1 wurde mit GST-Ulp1 bei 37°C inkubiert (-ATP, Protl-Mix). Die vier
Punkte des Zeitkurs wurden mit 2x-SDS-Probenpuffer abgestoppt und in einem 8%igen SDS-PAGE-Gel
aufgetrennt. Die Immunoblot-Analyse miRanGAP1 wurde im Phosphoimager ausgewertet.

(NEM: Kontrolle; WT: SUMO1; AN10, AN21: Tab. 4.1;RG*S1: RanGAP1*SUMO1-Konstrukt;

RG: RanGAP1)

Im Rahmen der experimentellen Genauigkeit konnten bezlglich der Kinetik der
DeSUMOylierung keine signifikanten Unterschiede zwischen RanGAP1-Konjugaten der

N-terminalen Mutanten und SUMO1-Wildtyp nachgewiesen werden.

In vitro DeSUMOyvlierung mit HeLa-Zell-Lysat als Substratquelle

Fur ein umfangreicheres Substratspektrum in idevitro DeSUMOylierung wurde
HelLa-Zell-Lysat als Quelle fur SUMO1-Konjugate genutzt. Parallel wurde mit je einem
rekombinantem SUMO1-KonstrukAN10,AN21, WT) einein vitro SUMOylierung mit
Hela-Zell-Lysat angesetzt. AnschlielRend wurden die Ansatze auf Eis ATP-depletiert
(Apyrase-Behandlung) und GST-Ulpl hinzugegeben. Nach 3 h Inkubation bei 37°C

wurden die Reaktionen mit 2x-SDS-Probenpuffer gestoppt. Aus der Immunoblot-Analyse
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ist zu erkennen, dass die DeSUMOylierung durch Ulpl fiar SUMO1WT-, SUNKDQ-

und SUMONRAN21-Konjugate mit vergleichbarer Effizienz stattfindet (Abb. 4.9).
Die beobachtete Degradation des freien SUMR21 (Abb. 4.9:aS1) konnte auf
Metalloprotease-Aktivitat des Hela-Zell-Lysats zurtckgefihrt werden
(Stabilisierung des SUM@IN21 durch Zugabe von 5 mM EDTA). Aus diesem Grund
wurde fir weiteren vivo Experimente die Deletionsmutante SUMINIL9 kloniert.

Beide in vitro Ansatze zeigen, dass die N-terminale SUMO1-Sequenz in der

DeSUMOylierung keine essentielle Funktion Gbernimmt.

- WT AN10 AN21

tOh t3h tOh t3h tOh t3h tOh t3h

Abbildung 4.9:
In vitro DeSUMOylierung mit HeLa-
_ s - Zell-Lysat als Substratquelle.
' Koni. Die mit rekombinantem SUMOI1WT,
Sl -AN10 und AN21 durchgefuhrten vitro
L = SUMOylierung in HelLa-Zell-Lysat wurde
T mit Apyrase (5 U/100 ul Lysat)
- ATP-depletiert, mit rekombinantem
a GMP1 Gst-Ulpl versetzt, bei 37°C fur 3 h
inkubiert und mit 2x-SDS-Probenpuffer
“--- - — S1 abgestoppt. In der Immunoblot-AnaIyse
wurden SUMO1-Konjugate aGMP1),
asSl nicht-konjugiertes SUMO1 oS1) und
RanGAP1 ¢RG) detektiert.
e ey —amp—t — RG*S1 (- Kontrolle ohne rekombinantes
o e e — RG SUMO1-Konstrukt;WT: SUMO1; AN10,

AN21: Tab. 4.1RG: RanGAP1)

4.2.4 RanGAP1*SUMO1-Interaktion mit RanBP2 AFG

Die bisherigen Daten lassen der N-terminalen SUMO1-Sequenz weder in der
SUMOylierungnoch in der DeSUMOylierung eine Funktion zuschreiben. Dies bedeutet

jedoch nicht, dass eine Beteiligung an Substrat-spezifischen Funktionen der
SUMOylierung ausgeschlossen werden kann. Die Varianz des N-Terminus in Lange und

Sequenz, sowohl zwischen verschiedenen Spezies als auch im Fall mehrerer
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SUMO-exprimierender Gene innerhalb einer Spezies (2.3.1, Abb. 2.2), bietet optimale
Voraussetzungen fur individuelle Funktionen. Im Fall von RanGAP1 fiuhrt
SUMOylierung zur Lokalisation am Zellkernporenkomplex. Diese Lokalisation beruht
auf der Interaktion mit RanBP2, einem Protein der zytoplasmatischen Filamente des
Zellkernporenkomplexes (2.3.4, Abb. 4.10).

Abbildung 4.10:

| SUMO1 |RanGAP1 | RanGAPl*SUMOl am Kernporenkomplex.
Schematische Darstellung de
RanBP2 RanGAP1*SUMO1-Lokalisation Uber RanBP2
am ZellkernporenkomplexZPK) und de

Domanen in RanBP2 (AS 1-3224) sowie i
Zytoplasma dem Konstrukt RanBRYFG (AS 2553-2838)
(Matunis et al.,, 1998; Wu et al., 1995;

Yokoyama et al., 1995).
) ( (LEU: Leucin-reiche SequenzR1-R4: vier
ZPK RanGTP Bindungsdomane&F: Zinkfinger-

Domane;l1, I12: internes Wiederholungsmotiv;

Nukleus CY: Cyclophilin-Domane)
RanBP2 RanBP2AFG
1 500 1000 1500 2000 2500 3000 3224 2553 2838

Um diese Funktion der SUMOylierung vitro zu testen, wurde aus humanem RanBP2
(358 kDa) die RanGAP1*SUMO1-Interaktion vermittelnde Sequenz (ca. 30 kDa)
in einen bakteriellen Expressionsvektor (pGEX-3x) kloniert und als
RanBP2AFG (AS 2553-2838) aufgereinigt (Matunis et al., 1998). RanGAP1 wurde mit
SUMO1WT, AN10 oder AN21 in vitro SUMOyliert, mit rekombinantem RanBBREG

(AS 2553-2838) inkubiert und die Anséatireeiner Gelfiltration Uber Superdex200-
Material aufgetrennt. Die Fraktionen wurden in einem 5-20%igen SDS-PAGE-Gel
aufgetrennt und das Gel mit Coomassie geféarbt. Mit einem SUMOylierungsansatz ohne
ATP wurde kontrolliert, in welcher Fraktion RanGAP1 und RanSR2 laufen.

Als Kontrolle, in welcher Fraktion RanGAP1*SUMO1WT eluiert, diente ein
SUMOylierungsansatz ohne RanB¥EG (Abb. 4.11 A). Die Analyse der Coomassie-
Gele ergab, dass sowohl RanGAP1*WT (Frk.13), RanGAYNT0 sowie
RanGAP1AN21 im Komplex mit RanBPRFG (Frk. 9, 10, 11) vorliegen.
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Folglich ist die N-terminale SUMO1-Sequenz fur die Interaktion von RanGAP1*SUMO1

mit RanBP2 nicht essentiell.

A B
Gelfiltration
Fri.# 8910 11 12 13 14 15 Ulpl: — + -
— RG*WT WT "= o= — RG*WT
WT -
Pt — RanBP2AFG Frk.9/10 BB o6
— RG*AN10
ANIO . ANLO % == — RG*AN10
— RanBP2AFG Frk.9/10 _ RG
— RG*AN21
AN21 h AN21 e e — RG*AN21
. s |- RG
— RG*WT
Kontrolle - o — RG*WT
Kontrolle
- RG Frk.13
- ATP ¥ e |- RG
— RanBP2AFG a RG

Abbildung 4.11: Interaktion zwischen RanGAP1*SUMO1 und RanBPAFG in vitro.

(A) Interaktion zwischen RanGAP1*SUMO1-Konstrukten und RanB®z (AS 2553-2838)n vitro.
RanGAP1 (50ug) wurde unter Zugabe von Aosl/Uba2 (&) und Ubc9 (5ug) mit rekombinantem
SUMO1WTAC4, AN10AC4 oder AN21AC4 (10 pg) in vitro modifiziert. Nach Aufreinigung tber
Nap5-Saulchen (ATP-Depletion) wurden die Reaktionen mit jp@®RanBPAFG (AS 2553-2838) fiur

30 min bei 4°C und 30 min bei RT rotierend inkubiert. Die Ansatze wurden mittels Gelfiltration Uber
Superdex200-Material fraktioniert, die Proteine der Fraktionen nach Chloroform-Methanol-Fallung in
einem 5-20%igen SDS-PAGE-Gel aufgetrennt, mit Coomassie gefarbt und analysiert.
Gezeigt sind die Fraktionen 8-15.

(B) DeSUMOylierung von RanGAP1*SUMO1-Konstrukten im Komplex mit RanBPG in vitro.
Fraktionen mit RanGAP1*SUMO1/RanBBRG-Komplex wurden in eini vitro DeSUMOylierung mit

Ulpl eingesetzt. Anhand der Immunoblot-Analyse mRanGAP1 wurde die DeSUMOylierung
dokumentiert.

(WT: SUMO1;AN21, AN10: Tab. 4.1;RG: RanGAP1;Pfeil: nicht modifiziertes RanGAP1 aus der
invitro SUMOylierung)

In vitro DeSUMOylierung von RanGAP1*SUMO1 im Komplex mit RanRAFg
Am Beispiel von RanGAP1*SUMO1 im Komplex mit RanBY¥G sollte zudem getestet

werden, ob der SUMO1-N-Terminus ein Substrat vor Dekonjugation schitzen kann.

Hierzu wurde mit den Fraktionen dern vitro Interaktion, die den
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RanGAP1*SUMO1/RanBR¥G-Komplex enthielten, eine vitro DeSUMOylierung
mit Ulpl durchgefihrt. Die Immunoblot-Analyse matRanGAP1 zeigte, dass der
SUMO1-N-Terminus RanGAP1*SUMO1 im Komplex mit RanBP2 - unter den
gewahltenn vitro Bedingungen - nicht vor DeSUMOylierung schutzt (Abb. 4.11 B

In vivo Lokalisation von RanGAP1*SUMO1

Die Lokalisation von RanGAP1*SUMOWT am Zellkernporenkomplex, kannvo mit

Hilfe der Immunfluoreszenz (IF) nachgewiesen werden. Daher wurden dteo Daten

der Interaktion mit RanBP2 in der Immunfluoreszenz Uberprift. Hierfir wurden die
vorhandenen Konstrukte Uber die Klonierung in den Sauger-Expressionsvektor
pHHS10B N-terminal mit dem Hamagglutinin (HA)-Epitop fusioniert. Adharente Hela-
Zellen wurden mit den SUMO-Konstrukten (HA-SUMO1WTN10 und AN21)
transfiziert, mit Paraformaldehyd fixiert und mit 0,005% Digitonin behandelt.
In geeigneter Konzentration permeabilisiert Digitonin ausschlie3lich die
cholesterinhaltige Zellmembran und die Zellkernhille bleibt intakt. Die in der
Immunzytologie eingesetzten Antikérper diffundieren daher nicht in den Zellkern,

sondern interagieren ausschlief3lich mit den Proteinen auf zytoplasmatischer Seite.

oberflachlich aquatorial

Abbildung 4.12:
Immunfluoreszenz-Analyse derin vivo
Lokalisation von RanGAP1*SUMO1
mit den HA-SUMO1AC4-Konstrukten
WT, AN10 und AN21.

Auf Deckglaschen gewachsene
adharente HelLa-Zellen wurden mit den
angegebenen SUMO1-Konstrukten
transfiziert, nach 24 h mi
2% Paraformaldehyd fixiert und die
Zellmembran mit 0,005% Digitonin
permeabilisiert. Die Uberexprimierten
SUMO1-Konstrukte wurden mittHA
immunologisch detektiert.

(WT: SUMOZ1;AN10,AN21: Tab. 4.1)

WT

AN10

AN21
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In der Immunfluoreszenz mitHA-Antikérper konnte fir jedes SUMO1-Konstrukt in der
aquatorialen Ebene des Zellkerns ein ,Ring“-Signal detektiert werden (Abb. 4.12).
Mit hdherer Auflésung ist zu erkennen, dass dieses ,Ring“-Signal aus vielen
~Punkt‘-Signalen zusammengesetzt ist. Jedes ,Punkt“-Signal reprasentiert einen
Zellkernporenkomplex, an dem RanGAP1*SUMOL1 lokalisiert ist (Matunis et al., 1996).
Mit diesem Ergebnis werden die Daten devitro Interaktion bestétigt: Die N-terminale
SUMO1-Sequenz wird auch fir devivo Lokalisierung von RanGAP1*SUMO1Wdm
Zellkernporenkomplex nicht benotigt.

Zusammenfassend haben die bisherigevitro undin vivo Experimente gezeigt, dass

die N-terminale Sequenz in SUMO1 weder an der SUMOylierung oder deren Funktion
(Lokalisation von RanGAP1*SUMO1 am Zellkernporenkomplex) noch an der
DeSUMOylierung essentiell beteiligt ist. Die C-terminalen AS Q92, E93, Q94 scheinen
hingegen in den Enzym-Interaktionen der SUMOylierung (Aosl/Uba2, Ubc9) eine

entscheidende Rolle zu Uibernehmen.

4.2.5 In vivo Lokalisation der SUMO1-Mutanten im Vergleich zu
SUMO1-Wildtyp

In vivo Lokalisation der N-terminalen Deletionsmutanten

Die oben beschriebene Lokalisation der N-terminalen Deletionsmutanten am
Zellkernporenkomplex zeigt, dass zumindest RanGAPAvo modifiziert und korrekt
lokalisiert wird. Um die Analyse auf andere Substrate auszuweiten, wurde eine
Immunfluoreszenz mit Triton-Permeabilisierung durchgefthrt.

In proliferierenden Zellen lokalisiert SUMOL1 hauptséachlich diffus im Zellkern, ist aber
auch diffus im Zytoplasma vorzufinden. Dies beruht zum einen auf der Tatsache, dass
nicht-konjugiertes SUMO1 mit einem Molekulargewicht von 10 kDa zu freier Diffusion
durch den Zellkernporenkomplex fahig ist, und zum anderen viele SUMO1-Substrate
nukleéreProteine sind. Zusatzlich werden die intranukledren Signale im Vergleich zu den
Signalen im Zytoplasma durch die Hohe des Zellkerns optisch verstarkt. Daneben findet

man SUMO1 hé&aufig angereichert in verschiedenen subnuklearen Strukturen
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(z.B. PML bodies, PcG bodies), deren Form und Anzahl mit dem Zellzyklus variiert
(Melchior et al., 2003).

Zur Herstellung der IF-Praparate wurden adharente HelLa-Zellen mit HA-SURWD 1
Konstrukten (WT,AN10, AN21) transfiziert, mit Paraformaldehyd fixiert und - im
Unterschied zur Immunfluoreszenz als Kontrolle der Lokalisation von SUMOyliertem
RanGAP1 (Abb. 4.12) - nicht mit Digitonin, sondern mit Triton permeabilisiert. In dieser
Praparation werden sowohl Zellmembran als auch Zellkernhtlle permeabilisiert, so dass
die Gesamtheit aller in der Zelle vorliegenden SUMOylierten Proteine mit spezifischen
Antikorpern detektiert werden kann. Hier wurden Gberexprimiertes SUMO1 und dessen
Konjugate immunologisch mitHA-Antikorper detektiert.

Die Auswertung im Fluoreszenz-Lichtmikroskop ergab fir beide N-terminalen
Deletionsmutanten - im Vergleich zu der Lokalisation des SUMO1WT - keine auffélligen
Unterschiede (Abb. 4.}3

WTAGG

o HA

Abbildung 4.13: Immunfluoreszenz-Analyse derin vivo Lokalisation der HA-SUMO 1AC4-
Konstrukte WT, AN10,AN21, T-ubi und des Konstrukts SUMO1WTAGG-HA.

Auf Deckglaschen gewachsene adharente HelLa-Zellen wurden mit den angegebenen SUMO1-Mutanten
transfiziert, nach 24 h mit 2% Paraformaldehyd fixiert und mit 0,2% Triton permeabilisiert.
Die Uberexprimierten SUMO1-Konstrukte wurden oA immunologisch detektiert.

(WT: SUMO1;AN10, AN21, T-ubi: Tab. 4.1WTAGG: nicht-konjugierbares SUMO1)

In vivo Lokalisation der Mutante SUMO1-T-ubi

Mit der gleichen Methode wurde die zelluldre Lokalisation der Mutante SUMO1-T-ubi

analysiert. Da fur diese Mutante in den biochemischen Charakterisierungsverfahren
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SUMOylierungsinkompetenz nachgewiesen werden konnte, wurde parallel das
nicht-konjugierbare SUMO1-Konstrukt SUMO1WTGG-HA bezlglich seiner zellularen
Lokalisation untersucht. Fur beide Konstrukte konnte ein &hnliches Lokalisationsmuster
detektiert werden. Im Gegensatz zu konjugierbarem SUMOIL1WT, lokalisieren
SUMO1-T-ubi und SUMO1WAGG, wie schon fir nicht-konjugierbares SUMO1
bekannt, verstarkt diffus im Zytoplasma (Mahajan et al., 1998). Somit bestatigen diese
in vivo Daten das Ergebnis der bisherigen Charakterisierungsschritte, die der Mutante
SUMOL1-T-ubi Defekte in der SUMOylierung zuschreiben (Abb. 4.4, 4.5, 4.7).

4.2.6 Analyse der SUMO1-Modifikationsmuster  in vivo

Um unter Einbeziehung aller physiologischen Faktoren das SUMOylierungsverhalten der
N-terminalen Deletionsmutanten und der Mutante T-ubi zu analysieren, wurden diese als
HA-SUMOI1AC4-Konstrukte transient transfiziert und deren SUMOylierungsmuster in
der Immunoblot-Analyse mit dem des Wildtyps verglichen. Das SUMOylierungsmuster
des endogenen SUMOL1 setzt sich in proliferierenden Zellen aus einem schwachen Signal
des nicht-konjugierten SUMO1 und dem hochmolekularen Signal der SUMO1-Konjugate
zusammen. Effekte der Mutationen sollten anhand unterschiedlicher Signalstarken des
konjugierten und nicht-konjugierten SUMO1-Konstrukts im Vergleich zu
SUMO1-Wildtyp sichtbar werden.

Fir die Analyse der SUMOylierungsmuster wurden 293T-Zellen mit je einem
HA-SUMOI1AC4-Konstrukt und GFP ko-transfiziert. Die Zellen wurden nach 40 h
geerntet und die Zell-Lysate in einem 15%igen SDS-PAGE-Gel aufgetrennt.
In der Immunoblot-Analyse wurden die SUMOYylierungsmusterorHiA-Antikorper und

das ko-transfizierte GFP mibo GFP-Antikérper detektiert (Abb. 4.14 B).

Die GFP-Signale dienten als Transfektionskontrolle.

Im Vergleich zu Uberexprimiertem SUMO1WT ist die Menge an konjugiertem
SUMOIAN10 eindeutig erhoht. Freies SUMBGNI10 erscheint - im Vergleich zu freiem
SUMO1WT - gleichfalls angereichert. Ein diesem Phanotyp entgegengesetztes Bild zeigt
die Mutante SUMOAN21. Konjugate, wie auch nicht-konjugiertes SUMMIP1,
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werden im Vergleich zu SUMO1WT nur in drastisch reduzierter Menge detektiert.
Im Zusammenhang mit der fur SUMON21 in vitro festgestellten Instabilitat in
HelLa-Zell-Lysat (4.2.3, Abb. 4.9) ware ein Abbau des Uberexprimierten SIAMAI

durch Protease-Aktivitaten aucdm vivo denkbar. Der Phanotyp der Mutante
SUMOIAN19 unterstitzt die Hypothese, dass die Deletion der ersten 21 AS das Protein
destabilisiert. Das SUMQIN19-Modifikationsmuster entspricht dem des SUMO1WT,
wobei die hoher laufende der beiden freien SUMN19-Formen, in Bezug auf den
Wildtyp, ein starkeres Signal zeigt. Fir diese hoher laufende Form des freien SUMOL ist
anzunehmen, dass es sich um eine modifizierte Form von SUMO1, vermutlich eine
phosphorylierte Form, handelt (4.3.1). Die SUMO1-Mutation T-ubi weist - wie schon in
den in vitro Experimenten (Abb. 4.4, 4.5, 4.7) - sehr schwache Signale fir SUMO-

Konjugate auf und liegt als freie Form, im Vergleich zu SUMO1WT, angereichert vor.

A B

SUMO1-N-Terminus:

OO & &S
A& OL PS8
MSDQEAKPSTEDLGDKKEGEN IKLKV. .. WT N vévév%/\ A3
EDLGDKKEGHN TKLKV. .. AN10 m.“
.IKLKV. .. AN19 - S1-
Konj.
IKLKV... AN21
SUMO1- bzw. Ubiquitin-C-Terminus: - @ S
.. .EEEDVIEVYQEQ| T |8 SUMO1 a HA
.. .EEEDVIEVYLRL T GG T-ubi e e — GFEP
a GFP

.. .QKESTLHLVLRL R GG Ubiquitin

Abbildung 4.14: N- bzw. C-terminale-AS-Sequenz der transfizierten HA-SUMOAC4-Konstrukte

(WT, AN10,AN19, AN21, T-ubi) und des Ubiquitins, Position der Mutationen in der 3-D-Struktur

von SUMOL1 sowie Immunoblot-Analyse der SUMO1-Modifikationsmustein vivo.

293T-Zellen wurden mit den angegebenen HA-SUMOA4-Konstrukten und GFP ko-transfiziert, nach

40 h in 2x-SDS-Probenpuffer lysiert und sofort bei 95°C inkubiert. Die Lysate wurden in einem 15%igen
SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und in der Immunoblot-Analyseodid und aGFP detektiert.

(WT: SUMO1;AN10, AN19, AN21, T-ubi: Tab. 4.1;Vektor: pHHS10B; 3-D-Struktur von SUMOL1 nach
(Bayer et al., 1998)).
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Diese auf mehreren unabhangig durchgefuhrten Experimenten basierende
Charakterisierung der SUMOylierungsmustervivo weist fur die N-terminalen
DeletionsmutanteAN10 undAN19 zum Wildtyp qualitativ &hnliche Muster auf, im Fall

der MutanteAN10 sind jedoch quantitativ erhebliche Unterschiede festzustellen.

Fur die Mutante T-ubi wird deren SUMOylierungsdefizit wiederholt bestatigt.

Unter Beachtung der Ergebnisse aller durchgefuhrtenvitro undin vivo
Charakterisierungsschritte, kann festgehalten werden, dass die N-terminale Sequenz in
SUMOL1 nicht essentiell an den Teilschritten der SUMOylierung beteiligt ist.
Hingegen ist die mutierte C-terminale Sequenz in SUMO1-T-ubi (Q92L, E93R, Q94L)
mit groRer Wahrscheinlichkeit entscheidend an der Erkennung des El-Enyzms
Aosl/Uba2 beteiligt.
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4.3 Zellbiologische Analyse einer grol3en Anzahl weiterer
SUMO1-Mutanten

Ein weiterer Schwerpunkt der SUMO1-Mutagenese waren die Oberflachen-exponierten
Aminosaure-Reste in SUMOL1, deren Einfluss auf die SUMOylierung anhand von
Mutationen uberprift werden sollte. Alle SUMO1-Mutanten wurden transient transfiziert,
um deren SUMOylierungsmuster und zellularen Lokalisationsmuster im Vergleich zu

SUMO1-Wildtyp zu analysieren.

4.3.1 Die diversen Aspekte der SUMO1-Mutagenese

Die SUMO1-Mutanten wurden ausgehend von HA-SUMONEZ/pHHS10B mittels
gerichteterin vitro Mutagenese hergestellt und mit Hilfe transienter Transfektion auf
Veranderungen im SUMOylierungsmusiterivo untersucht (Tab. 4.2).

Erhebliche Unterschiede zwischen SUMO1 und Ubiquitin sind die unstrukturierte
N-terminale Sequenz in SUMO1 (Strukturmerkmal der SUMO-Proteine) und die
Ladungen der Oberflachen-exponierten Aminosaure-Reste. Trotz identischer Faltung
beider Proteine BapBpapB-Ubiquitin-Faltungsmotiv) sind Art und Verteilung der
Ladungen sehr verschieden (2.3.1). Dies deutet an, dass die Verteilung der
Oberflachenladungen die Spezifitat der Modifikation auf Enzym-Ebene beeinflusst.

Um dies zu Uberprufen, wurden gezielt die auf der Oberflache exponierten positiv oder
negativ geladenen Aminosaure-Reste in SUMO1 verdndert. Die geladenen und
konservierten Aminosduren wurden gegen Alanin oder analoge Aminosauren des
Ubiquitins ausgetauscht, wobei letzteres die durch eine Mutation eventuell auftretenden
Faltungsprobleme vermeiden sollte. Zusatzlich zu den Mutanten mit dem Austausch einer
Aminoséaure wurden Mutanten mit Kombinationen aus zwei, drei oder vier veranderten
Aminoséauren hergestellt. Die kombinierten Mutationen waren Aminosaure-Reste, die
anhand der dreidimensionalen Struktur von SUMO1 als nah beieinander liegend

bestimmt werden konnten (Tab. 4.2, 1.-3.).
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Tabelle 4.2: Die diversen Aspekte der SUMO1-Mutagenese.

SUMO1-Mutagenese

1. Alanin 2. Analoge AS des Ubiquitins
SUMO1-Mutation strukturelle SUMO1-Mutation strukturelle
Lokalisation Lokalisation
K23AAC4 p1 Y21LAC4 p1
K25AAC4 F36LAC4
K45ANC4 K37EAC4 B2
K46ANC4 al K39EAC4
R54AAC4 QB9KAC4 B4
E83AAC4 K78SAC4 a2
E84ANC4 Y91VAC4 B5
E85AAC4 F36L/K39EAC4 B2/p2
D86AAC4 B5 E83Q/E84K/D86S AC4 -I-IB5
E89AAC4 Q92L/E93R/Q94L AC4
K23A/E85AAC4A B1/B5
K45A/K46ANCS allal
E83A/ES4A/ES85AACA -I-IB5
3. Alanin / analoge AS des Ubiquitins 4. Hypothetische Phosphorylierungsstellen
SUMO1-Mutation strukturelle SUMO1-Mutation strukturelle
Lokalisation Lokalisation
K23A/F36LAC4 B1/B2 S9AAC4A
K39E/K46ANC4 B2/al S9DAC4 N-Terminus
K23E/E83Q/E84K/D86SAC4 B1/-/-1B5 S9EAC4
T76AAC4
T76DAC4 a2
T76EAC4
S9A/T76AAC4A N-Term./ a2
5. Konserviertes N-terminales Motiv 6. N-terminale Lysin-Reste
SUMO1-Mutation strukturelle SUMO1-Mutation strukturelle
Lokalisation Lokalisation
E5A/K7AAC4 N-Terminus K7RAC4
K16RAC4 N-Terminus
K17RAC4

Zusammenstellung der SUMO1-Mutanten und deren strukturelle Lokalisation in SUMOL.

(1.-3.: Austausch geladener Aminosauren an der SUMO1-Oberflache zu Alanin und/oder zu analogen
Aminosauren des Ubiquitins4.: Austausch hypothetischer Phosphorylierungsstellen in SUMOL1,
5.: Alanin-Mutation des konservierten N-terminalen Motivs in SUM®L; Austausch N-terminaler
Lysin-Reste in SUMO1ACA4: alle Mutanten wurden als prozessierte SUMO1-Form kloniert (AS 1-97))

Im Hinblick auf eine eventuelle Regulation von SUMO1 sind auch hypothetische
Phosphorylierungsstellen in SUMOL1 interessant. Die Phosphorylierung verschiedener
SUMO-Substrate ist sowohl als verstarkendes als auch inhibierendes Signal fir die

SUMOylierung beschrieben (z.B. verstarkend: (Hietakangas et al., 2003), inhibierend:
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(Yang et al., 2003)). Mit Hilfe des Suchprogrammes ,NetPhos 2.0 Prediction Results”
wurden die zwei Aminosauren Serin an Position 9 (S9) und Threonin an Position 76
(T76) mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit als Phosphorylierungsstellen far CK2
(Caseinkinase 2) vorhergesagt. S9 und T76 wurden jeweils zu Alanin und zu den beiden
Pseudo-Phosphorylierungsformen mit Aspartat bzw. Glutamat verdndert (Tab. 4.2, 4.).
Fur die CK2-Kinase, die im Unterschied zu anderen Kinasen konstitutiv aktiv ist, wird
unter anderem postuliert, dass deren Substrate durch Phosphorylierung ,Protein-Protein-
Adhésionsmodule” bilden (Meggio und Pinna, 2003). Dies ist im Zusammenhang mit der
SUMOylierung ein durchaus interessanter Aspekt. Dartiber hinaus sind auch einige
SUMO1-Substrate als CK2-Substrate beschrieben, so dass eine parallele
Phosphorylierung von Substrat und SUMO1 denkbar ware. Beispiele sind c-jun, c-Myb,
HSF1, kBa, Topoisomerase |, Topoisomerase lind PR (Meggio und Pinna, 2003;
Soncin et al., 2003).

Im SUMO1-N-Terminus (AS 1-21) wurden neben S9 noch weitere N-terminale
Aminosauren gezielt verandert. Zum einen wurde das in den SUMO-Proteinen
konservierte Motiv ,D/E A/E KP*, dem bislang noch keine Funktion zugewiesen werden
konnte, zu ,AAAP* verandert (Tab. 4.2, 5.). Zum anderen wurden Arginin-Mutanten der
Lysin-Reste K7, K16 und K17 hergestellt (Tab. 4.2, 6.), um diese potentiellen Stellen
post-translationaler Modifikation im Zusammenhang mit dem SUMOD-Phanotyp
analysieren zu kénnen.

Von allen hier beschriebenen SUMO1-Mutanten wurde das vivo

SUMOylierungsmuster und dia vivo Lokalisation analysiert.

4.3.2 Analyse der SUMO1-Modifikationsmuster  in vivo

Wie unter 4.2.6 beschrieben, wurden 293T-Zellen parallel mit je einem
SUMO1-Konstrukt und GFP ko-transfiziert. Nach 40 h wurden die Zellen in
2x-SDS-Probenpuffer geerntet und sofort bei 95°C inkubiert. Gleiche Volumina der

Zell-Lysate wurden in einem 15%igen SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und die
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Uberexprimierten SUMO1-Mutanten sowie ko-transfiziertes GFP immunologisch mit

aHA- und a GFP-Antikorper nachgewiesen.

Die Abbildungen 4.15 und 4.16 zeigen reprasentative Beispiele von mehrfach
wiederholten Experimenten. Zwar zeigte keine der Mutanten einen kompletten Verlust
der Konjugation, jedoch konnten Unterschiede im Verhaltnis von nicht-konjugiertem zu

konjugiertem SUMO1 beobachtet werden.

Abbildung 4.15 (nachste Seite): Mutationen der an der Oberflachenladung beteiligten AS in SUMO1.

(A, B, C, D, E) Position der ausgetauschten Aminosaure-Reste in SUMO1-Sequenz und -Struktur
(Sequenz-Balkendiagramm (AS 1-97); 3-D-Struktur von SUMOL1 nach (Bayer et al., 1998), siehe auch
Abb. 2.3) sowie Immunoblot-Analyse der SUMO1-Modifikationsmugterivo. 293T-Zellen wurden mit

den angegebenen HA-SUMQC4-Konstrukten (Tab. 4.2, 1.-3.) und GFP ko-transfiziert, nach 40 h in 2x-
SDS-Probenpuffer lysiert und sofort bei 95°C inkubiert. Die Lysate wurden in einem 15%igen SDS-PAGE-
Gel aufgetrennt und eine Immunoblot-Analyse aitA- und a GFP-Antikoérper durchgefiihrt.
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Abbildung 4.16: Mutationen der hypothetischen Phosphorylierungsstellen, des konservierten
N-terminalen Motivs (D/E A/E KP) und der N-terminalen Lysin-Reste in SUMOL1.

SUMO1-N-Terminus (Sequenz-Balkendiagramm (AS 1-21), siehe auch Abb. 4.14) und Immunoblot-
Analyse der SUMO1-Modifikationsmustar vivo.

(A) Mutante des konservierten N-terminalen SUMO1-Motivs (D/E A/E KP) und SUMO1-Mutanten
hypothetischer Phosphorylierungsstellen.

(B) SUMO1-Mutanten N-terminaler Lysine.

Wie Abb. 4.15, jedoch mit den oben angegebenen HA-SUMZ1Konstrukten (Tab. 4.2, 4.-6.).

Die SUMOylierungsmuster der Mutanten kdonnen anhand der Signalstarken des
nicht-konjugierten SUMO1, der SUMO1-Konjugate und deren Verhaltnis zueinander mit

dem SUMOylierungsmuster des Wildtyps verglichen werden. Nach diesem Kriterium

wurden die Mutanten in sieben Gruppen verschiedener Signalstdrken gegliedert
(Tab. 4.3). SUMO1-Mutanten, die nicht in der Tabelle aufgefiihrt sind, verhielten sich

wie SUMO1WT.
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Tabelle 4.3: Gliederung der SUMO1-Mutanten anhand der Signale des Modifikationsmusters vivo.

SUMO1-Signale | Mutante Struktur- Effekt (Hypothese)
Position
frei: + ES5A/K7AACA N-Terminus Modifikation inhibierend,
Y21LACA B1 SUMOL1 stabilisierend
K23AAC4 Bl
K37EAC4 B2
K46AAC4 (konj/+) | al
E83AAC4
Y91VAC4 (konj/-) B5
K45A/K46AAC4A al/al
frei: - S9DAC4 N-Terminus Demodifikation inhibierend,
K17RAC4 N-Terminus SUMO1 destabilisierend
R54AAC4 (+band) | al
K78SAC4 a2
83-85-alaAC4 -I-135
83, 84, 86-ubiAC4 | —/-/B5
konjugiert: + S9A/EACA N-Terminus Modifikation effizienter,
QG69KACA B4 SUMO1 stabilisierend
konjugiert: - F36LACA B2 Demodifikation effizienter,
K39EAC4 B2 SUMOL1 destabilisierend
frei: + [A N10AC4 N-Terminus SUMO1 stabilisierend
konjugiert: + K16RAC4 N-Terminus
D86AACA B5
frei: - [A N21AC4 N-terminus SUMO1 destabilisierend
konjugiert: - T76A/D/IEACA a2
S9A/T76AACA N-Terminus/a2
K23A/F36LACA B1/B2
K23A/E85AACA B1/B5
frei: + E89AAC4 B5 Modifikation inhibierend und
konjugiert: - F36L/K39EAC4 B2/B2 Demodifikation effizienter
K39E/K46AAC4A B2/al
r-ubiAC4 C-Terminus

SUMO1-Mutanten, deren SUMOylierungsmusieivo im Vergleich zu SUMO1WT veranderte Signale
zeigen, sind entsprechend der Signale fir freies und konjugiertes SUMOL in sieben Gruppen unterteilt.
Den Gruppen sind aus den Signalen abzuleitende hypothetische Effekte zugeordnet. Jede der aufgelisteten
Mutanten ist in mindestens zwei Experimenten analysiert worden.

(frei: nicht-konjugiertes SUMO1konjugiert: SUMO1-Konjugate;+: in der Immunoblot-Analyse im
Vergleich zu SUMO1WT Signalverstarkung;in der Immunoblot-Analyse im Vergleich zu SUMO1WT
Signalreduktion{® Abb. 4.14, sonst Abb. 4.15 und 4.16; 3-D-Struktur von S1 nach (Bayer et al., 1998))

Abbildung 4.17 zeigt fir jede Signal-Gruppe die Mutationen der jeweiligen Mutanten
farbig markiert anhand der 3-D-Struktur von SUMOL1. Die Aminosaure-Reste einiger

Mutationen der gleichen Gruppe liegen in der 3-D-Struktur raumlich nah beieinander.
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Deren Effekte im SUMOylierungsmuster kénnten daher auf der gleichen Ursache
beruhen.

frei; + frei: -

konjugiert: + konjugiert: -

K45/K46  ~

frei: + frei: - frei: +
konjugiert: + konjugiert: - konjugiert: -

~Qo2/E03/

K23/F36 Yo 994

Abbildung 4.17: Gruppierungen der SUMO1-Mutanten nach SUMOylierungsmusteiin vivo.
Zusammenstellung der in sieben Gruppen gegliederten SUMO1-Mutationen, die in der Analyse des
SUMO1-Modifikationsmustersn vivo im Vergleich zu SUMO1-Wildtyp Veranderungen aufweisen

(Tab.4.3). Die Aminosaure-Reste der Mutationen sind in der 3-D-Struktur von SUMOL1
farbig hervorgehoben (Bayer et al., 1998).
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4.3.3 Analyse der SUMO1-Lokalisation in vivo

In der Analyse der SUMOylierungsmustervivo (4.3.2) konnten fir viele Mutationen
verschiedene Effekte beobachtet werden. Da die SUMOylierung ein dynamischer Prozess
ist, kann aus Veranderungen jedoch nicht eindeutig bestimmt werden, welche der beiden
Teilreaktionen - Modifikation oder Demodifikation - betroffen ist. Um zu tberprifen, ob
zusatzlich Veranderungen in der zellularen Lokalisation diese Effekte hervorrufen,
wurden die SUMO1-Mutanten mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Mikroskopie analysiert.

Wie unter 4.2.4 bereits beschrieben, wurden fur die IF-Préaparate adhéarente HelLa-Zellen
mit den HA-SUMOMNC4-Konstrukten der SUMO1-Mutanten transfiziert, mit
Paraformaldehyd fixiert und mit Triton permeabilisiert. Die Uberexprimierten
SUMO1-Mutanten wurden mit eineaHA-Antikorper detektiert (Abb. 4.18).

S9E K23A K37E K39E

o HA

Phase

Abbildung 4.18: Immunfluoreszenz-Analyse delin vivo Lokalisation verschiedener HA-SUMOJAC4-
Konstrukte aus der SUMO1-Mutagenese; reprasentativ gezeigt: WT, S9E, K23A, K37E, K39E.

Auf Deckglaschen gewachsene adharente HelLa-Zellen wurden mit den angegebenen SUMO1-Konstrukten
transfiziert, nach 24 h mit 2% Paraformaldehyd fixiert und mit 0,2% Triton permeabilisiert.
Uberexprimiertes SUMO1 wurde miHA-Antikérper immunologisch detektiert.

(WT: SUMOL1;S9E, K23A, K37E, K39E:Tab. 4.2)

In der Auswertung der Praparate im Fluoreszenz-Lichtmikroskop konnte flr keine der
SUMO1-Mutanten eine verandert@ vivo Lokalisation nachgewiesen werden.

Die in Abbildung 4.18 gezeigte Auswahl prasentiarvivo Lokalisationsmuster von
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SUMO1-Mutanten, deren SUMOylierungsmustervivo unterschiedliche Effekte
aufweisen (Abb. 4.15, 4.16; Tab. 4.3). Die Mutanten lokalisieren wie SUMO1-Wildtyp:
primar diffus im Zellkern, zusétzlich in subnukleéaren Strukturen und an der Zellkernhtille
angereichert sowie ebenfalls diffus im Zytoplasma. Somit sind die beobachteten
Veranderungen im SUMOylierungsmuster der SUMO1-Mutanten keinesfalls in
Veranderungen den vivo Lokalisation begriindet.

Eine Reihe von Mutanten mit deutlichen Effekten, insbesondere die, deren Mutationen in
der Ubc9-Interaktionsflache von SUMOL lokalisieren (E83A, D86A, ES83A/EB4A/E85A,
E83Q/EB4A/D86S) und die, deren veranderte Aminosaure-Reste eventuell an
E3-Ligase-Interaktionen beteiligt sind (F36L/K39E, K39E/K46A), sollen in zuklnftigen

Studien auch biochemisch untersucht werden (siehe Diskussion).

In der Analyse der SUMO1-Mutagenese wurden die Mutanten beziglichinhves
SUMOylierungsmusters und ihrer Lokalisation charakterisiert. Bei mehreren Mutanten
konnte derin vivo Effekt der SUMONDN10-Mutante, meist schwacher ausgepragt, als
Phanotyp beobachtet werden. Eine gleichzeitige Verédnderung der Signale far
nicht-konjugiertes SUMO1 und SUMO1-Konjugate kdnnte bedeuten, dass die jeweilige
Mutation Einfluss auf die Stabilitdt von SUMOL1 austibt.

Ein Modifikationssystem, das wie die SUMOylierung wichtige zelluldre Vorgéange
reguliert, ware durchaus effektiver, wenn es selbst Regulationsmechanismen unterlage.
In Abh&ngigkeit vordulReren Bedingungen kdénnte die Menge an verfiugbarem SUMOL1
hoch- oder herunterreguliert werden. Beispielsweise findet die SUMOylierung des
Transkriptionsfaktors HSFhéat shock transcription factor 1) in Abhangigkeit aul3erer
Signale statt (Hietakangas et al., 2003; Hilgarth et al., 2003; Hong et al., 2001).
Mdogliche Ansatzpunkte eines Regulationsmechanismus sind die beteiligten Enzyme bzw.
deren intrazellulare Lokalisation oder der Modifizierer (SUMO1) selbst.
Tatsachlich zeigen - neben SUMEBN10 - mehr als die Halfte der in Tabelle 4.3
aufgefuhrten SUMO1-Mutanten einen Effekt, der als Stabilisierung oder Destabilisierung
von SUMOL1 interpretiert werden kénnte. Dieser Aspekt wird im folgenden Abschnitt

naher untersucht.
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4.4 SUMO1-Ubiquitinierung

Die Analyse detin vivo SUMOylierungsmuster ergab fir mehrere Mutanten eine vom
Wildtyp abweichende Signalstarke fur die Gesamtmenge an SUMOL1 (nicht-konjugiert
und konjugiert). Diese Unterschiede in der SUMO1-Signalstéarke deuten auf eine tber die
eingeftihrte Mutation hervorgerufene Stabilisierung bzw. Destabilisierung und sind somit
- wie der SUMONDN10-Phanotyp - méglicherweise ein Hinweis auf eine intrazellulare
Regulation der SUMO1-Menge. Die Fragestellung der SUMOL1-Stabilitat auf Protein-
Ebene und einer eventuellen Regulation von SUMO1 wurde ausgehend vom
SUMOI1AN10-Phé&notyp im zweiten Abschnitt der Arbeit untersucht.

4.4.1 Wird freies SUMO1 auf Protein-Ebene reguliert?

Der SUMONN10-Phanotyp war anhand des HA-SUMXI4-Konstrukts entdeckt
worden. Um in weiterfihrenden Experimenten Effekte der SUMOylierung und
DeSUMOylierung ausschalten zu kdnnen, wurden uber die Einfiuhrung eines
Stop-Codons HA-SUMQAGG-Konstrukte kloniert ZGG: Deletion des fiur die
SUMOylierung essentiellen ,GG-Motivs” (AS 96, 97), 2.2.1, 2.3.2). In einem ersten
Experiment wurden diese Konstrukte bzgl. ihrer Stabilitat auf Protein-Ebene sowie auf
ihre mMRNS-Menge Uberprift. Die Analyse sollte zeigen, ob die Stabilisierung und somit

eine eventuelle SUMO1-Regulation an nicht-konjugiertem SUMOL1 ansetzt.

RNS- und Protein-Menge nicht-konjugierbarer SUMO1-Konstrukte
293T-Zellen wurden mit HA-SUMQAGG-Konstrukten (WTAN10, AN21) und GFP

ko-transfiziert. Aus transfizierten 293T-Zellen wurde parallel Gesamt-RNS fir die

Northernblot-Analyse isoliert und Gesamt-Zell-Lysat fur die Immunoblot-Analyse
hergestellt. Fur die Hybridisierung in der Northernblot-Analyse wurden spezifische
radioaktiv-markierte cDNS-Sonden (dsDNS-Matrize: SUMO1 (Nukleotide 66-291))

synthetisiert.
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Abbildung 4.19:
Northern- und Immunoblot-Analyse mit HA-
NB . . . SUMO1AGG-Konstrukten (WT, AN10,AN21).

' 293T-Zellen wurden mit den angegebenen
SUMO1-Mutanten transfiziert, lysiert undpg de
isolierten Gesamt-RNS Uber ein denaturierendes
Agarosegel aufgetrennt. Die auf eine
Nylonmembran transferierte Gesamt-RNS wurde
mit radioaktiv-markierten c¢cDNS-Sonden
(Matrize fur ,Random-prime-labeling“-Synhese:

SUMOL1 (Nukleotide 66-291)) hybridisiert und die
WB :| s1 gebundene Radioaktivitat Uber Autoradiographie
y e sichtbar gemacht. Als Ladekontrolle ist die
Anfarbung der 18 rRNS mit Methylenblau gezeigt.
a HA Die Uberexprimierten SUMO1-Konstrukte und ko-
transfiziertes GFP wurden in einer Immunoblot-
WB — GFP Analyse der Gesamt-Zell-Lysate mitHA und
o GFP detektiert.
a GFP (WT: SUMO1:AN10, AN21: Tab. 4.1)

Die Quantifizierung im Phosphoimager ergab keine erheblichen Unterschiede auf
MRNS-Ebene. Auf Protein-Ebene wurde - wie schon als HA-SUMI21Konstrukt -

die Mutante SUMOAN10 starker exprimiert als SUMO1WT (Abb. 4.19). Dieses
Ergebnis fuhrte zur Hypothese einer SUMO1-Regulation auf Protein-Ebene Uber
nicht-konjugiertes SUMOL. Ein moglicher Regulationsmechanismus auf Protein-Ebene
ware die proteasomale Degradation. Dies wurde im Folgenden flr endogenes SUMO1

untersucht.

Verdndertes endogenes SUMOVvlierungsmuster unter Proteasom-Inhibitor-Einfluss

Um zu klaren, ob endogenes SUMO1 proteasomaler Degradation unterliegt, wurden
293T-Zellen fir 6 h mit Proteasom-Inhibitor MG132 behandelt. Die SUMOylierungs-
muster der Gesamt-Zell-Lysate nicht-behandelter und behandelter 293T-Zellen wurden in
einer Immunoblot-Analyse ma S1-Antikérper miteinander verglichen. Der Einfluss des
Proteasom-Inhibitors zeigte eine Anreicherung endogener SUMO1-Konjugate bei
gleichzeitiger Abnahme von nicht-konjugiertem SUMO1 (Abb. 4.20 A).
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Abbildung 4.20:

Immunoblot-Analyse MG132-behandelter
293T-Zellen. ‘ -
(A) 293T-Zellen wurden fir 6 h mit MG132
inkubiert. Die auf Proteinmenge abgeglichenen
Gesamt-Zell-Lysate wurden in einem 15%igen
SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und
immunologisch mitaS1 (endogenes SUMO1)
undaS2 (endogenes SUMO2/3) analysiert.

(B) Wie (A), jedoch wurden die Zellen nacth2
und 6 h MG132-Inkubation geerntet und irr de asSl a S2
Immunoblot-Analyse mitGMP1 (endogenes

SUMO1),aA0s1 undaUbc9 detektiert.

(C) 293T-Zellen wurden fur 6 h mit MG132 inkubiert, durch Einfrieren und Auftauen lysiert und in
Transportpuffer (Protl-Mix, Apyrase) resuspendiert. Nach 1,5 h Inkubation bei 37°C (Reaktivierung der
endogenen Isopeptidasen) wurden die Reaktionen mit 2x-SDS-Probenpuffer gestoppt, gleiche Volumina
der Zell-Lysate in einem 15%igen SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und immunologischa 8iit
(endogenes SUMO1) urndS2 (endogenes SUMO2/3) analysiert.

(+: 20uM MG132 bzw. 37°C-Inkubation; DMSO)

SUMO-
Konj.

(| e——— SUMO

Wirde SUMO1-Regulation Uber proteasomale Degradation des nicht-konjugierten
SUMOL1 ablaufen, hatte die Proteasom-Inhibitor-Behandlung neben einer Anreicherung
der SUMO1-Konjugate zusatzlich eine Anreicherung des freien SUMO1 bewirkt.

Um zu testen, ob es sich um ein SUMO1-spezifisches Verhalten handelt, wurden die

gleichen Gesamt-Zell-Lysate einer Immunoblot-AnalyseaBi2-Antikdrper unterzogen.
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Obwohl die Abnahme des nicht-konjugierten SUMOZ2/3 unter MG132-Einfluss nicht so
deutlich zu sehen war (SUMOZ2 liegt in proliferierenden Zellen vorwiegend
nicht-konjugiert vor (Saitoh und Hinchey, 2000)), hatte der Proteasom-Inhibitor
prinzipiell auf endogenes SUMOZ2/3 den gleichen Effekt wie auf SUMOL.

Fur diesen Effekt gibt es mehrere Erklarungsmoglichkeiten. Naheliegend ist eine durch
den Inhibitor hervorgerufene Stabilisierung von 26S-Proteasom-Substraten, die zugleich
SUMO1- bzw. SUMOZ2/3-Substrate sind. In diesem Fall stehen dem frei in der Zelle
vorliegendem SUMO unter MG132-Einfluss mehr Substrate zur Verfiigung.
Einen &hnlichen Effekt konnte der Inhibitor zeigen, falls die modifizierenden Enzyme der
SUMOylierung proteasomalem Abbau unterworfen waren. Unter der Annahme eines
Uberschusses an SUMO-Substraten wiirde eine groBere Menge modifizierender Enzyme
zu einer Anreicherung von SUMO-Konjugaten flihren. Diese Hypothese wurde fir Aosl
(Untereinheit des E1-Enzym) und Ubc9 (E2-Enzym) Uberpriuft (Abb. 4.20 B).
Weder Aosl noch Ubc9 wurden durch MG132 stabilisiert. In diesem Zusammenhang
ebenfalls denkbar ware eine Stabilisierung von SUMO-E3-Ligasen, die noch zu
Uberprifen ware.

Da die Quantitat hochmolekularer Signale in einer Immunoblot-Analyse aufgrund
mangelnder Linearitat nicht eindeutig zu bestimmen ist, kann eine weitere
Erklarungsmoglichkeit nicht ausgeschlossen werden. Die Anreicherung potentieller
SUMO-Substrate kénnte, kombiniert mit einer SUMO-Stabilisierung, ebenfalls den
gezeigten Effekt des MG132 auf endogenes SUMO hervorrufen.

Um diese Frage zu klaren, wurden MG132-behandelte und nicht-behandelte
Gesamt-Zell-Lysate in einen vitro DeSUMOylierung eingesetzt. Die Zell-Lysate
wurden ATP-depletiert (Apyrase), um die Modifikation zu inhibieren, zum Schutz vor
Degradation mit Protease-Inhibitoren versetzt und anschlieBend bei 37°C inkubiert.
Dies erlaubte endogenen Isopeptidasen die SUMO-Konjugate zu spalten und SUMO als
nicht-konjugierte Form freizusetzen. Die Immunoblot-Analyse wurde wiederuonSti

und aS2-Antikorper durchgefihrt. Nach vollstdndiger DeSUMOylierung konnte weder
fir endogenes SUMO1 noch fur endogenes SUMO2 ein Anstieg der SUMO-
Gesamtmenge detektiert werden (Abb. 4.20 C). Dies zeigte eindeutig, dass SUMO1 und

SUMOZ2/3 keine Substrate des schnellen proteasomalen Abbaus sind.
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SUMOL1 ist kein Substrat der proteasomalen Degradation

Das Ergebnis in Abbildung 4.20 C zeigt, dass endogenes SUMO1 nicht der schnellen
proteasomalen Degradation unterliegt. Daher erscheinAMi-Phéanotyp-Hypothese

der Resistenz gegenuber proteasomaler Degradation nun nicht mehr haltbar. Um dies zu
Uberprifen, wurde die Protein-Stabilitat der nicht-konjugierbaren SUMO1-Konstrukte
unter Proteasom-Inhibitor-Einfluss parallel getestet. Als Ersatz fir die Mutante
SUMOI1AN21 war hier SUMOAN19 eingesetzt worden (4.2.3, Abb. 4.9).

Die HA-SUMOIAGG-Konstrukte (WT,AN10, AN19) wurden in 293T-Zellen
Uberexprimiert und 6 h mit MG132 behandelt. Das Gesamt-Zell-Lysat transfizierter
Zellen mit und ohne MG132-Behandlung wurde in einem Immunoblot mit
aHA-Antikorper analysiert (Abb. 4.21 A). Erstaunlicherweise wurden alle drei
Konstrukte unter MG132-Einfluss stabilisiert. Im Hinblick auf die Resultate fur
endogenes SUMOL1 kann die Instabilitat nur mit dem N-terminal fusionierten HA-Epitop,
dem einzigen Unterschied zwischen den Konstrukten und endogenem SUMOL1, erklart
werden. Diese Vermutung wurde durch die Tatsache verstarkt, dass SUMO1-Proteine mit
anderen N-terminalen Markierungen, wemyc, His oder YFP, nicht auf
Proteasom-Inhibitor-Einfluss reagieren (Daten nicht gezeigt).

Fur eine endgultige Klarung der Stabilitdt von nicht-konjugierbarem SUMO1 wurden
deshalb die gleichen Konstrukte (WAN10, AN19) ohne Epitop-Markierung in den
Sauger-Expressionsvektor pIRES kloniert und das Proteasom-Inhibitor-Experiment mit
diesen Konstrukten wiederholt. Im Gegensatz zu den HA-SUMGI-Konstrukten
zeigten die SUMOAGG-Konstrukte keinen Stabilisierungseffekt nach
Inhibitor-Behandlung (Abb. 4.21 B). Dies bedeutet, dass das N-terminal Uber vier
zusatzliche Aminosauren (LPRS) fusionierte HA-Epitop (YPYDVPDYAS) die
pHHS10B-SUMO1-Konstrukte artifiziell destabilisiert.

In Bezug auf Uberexprimiertes SUMOL1 steht damit fest, dass es - wie schon fir
endogenes SUMOL1 gezeigt - kein Substrat der schnellen proteasomalen Degradation ist.
Den unterschiedlichen Protein-Mengen der drei nicht-konjugierbaren SUMO1-
Konstrukte muss folglich eine andere Ursache zugrunde liegen, die bisher noch nicht

geklart werden konnte. Mdglicherweise liegen unterschiedliche Translationsraten vor.
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Abbildung 4.21: Immunoblot-Analyse transfizierter 293T-Zellen nach MG132-Behandlung
(HA-SUMO1AGG-Konstrukte (A), SUMO1AGG-Konstrukte (B)).

(A) 293T-Zellen wurden parallel mit HA-SUM@GG-Konstrukten transfiziert und nach 24 h fir 6 h mit
MG132 inkubiert. Gleiche Proteinmengen der Gesamt-Zell-Lysate wurden in einem 15%igen SDS-PAGE-
Gel aufgetrennt und tberexprimiertes SUMOL1 in der Immunoblot-AnalyseHi#itdetektiert.

(B) Wie (A), jedoch wurden die Zellen mit SUMAQGG-Konstrukten ohne N-terminale Epitop-
Markierung transfiziert und die Immunoblot-Analyse m@MP1 durchgefihrt.

(WT: SUMOZ1;AN10, AN19: Tab. 4.1)

Bestimmung der Halbwertszeit von SUMO1

Die Experimente der Proteasom-Inhibitor-Behandlung gaben einen ersten Hinweis
darauf, dass SUMOL ein relativ stabiles Protein ist. Um auszuschliel3en, dass neben der
proteasomalen Degradation keine weiteren Faktoren die Stabilitat von SUMO1
beeinflussen, wurde mit dem nicht-konjugierbaren SUMGG-HA ein
»Pulse-Chase“-Experiment durchgeftihrt. Dieses Konstrukt wurde gewahlt, um zunachst
die Stabilitat von nicht-konjugiertem SUMO1 zu untersuchen. Hierfir wurden
293T-Zellen transfiziert und metabolisch mitg]-Methionin und -Cystein markiert
(Pulse). Die Zellen wurden 0 h, 1 h, 3 h, 6 h, 8 h und 19 h nach Austausch gegen Medium
mit nicht-radioaktivem Methionin und Cystein (Chase) geerntet. Die Radioaktivitat des
mit a HA-Antikorper immunprazipitierten SUMQYGG-HA wurde im Phosphoimager
guantifiziert, gegen die eingesetzte Gesamt-Proteinmenge abgeglichen und in einem
Diagramm dargestellt (Abb. 4.22).
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Coomassiegel tausch gegen Medium mit nicht-radioaktive

Methionin und Cystein (Chase) wurden die
Zellen entsprechend der angegebenen Zeiten
weiterkultiviert und geerntet. Die Zell-Lysate
wurden auf ihre Proteinmengen abgeglichen, abzentrifugiert und radioaktiv-markiertes AGIBCHA
mit aHA-Agarose immunprazipitiert. Die Coomassiefarbung der aufgetrennten Prazipitate (unten) und das
Radiogramm des getrockneten Gels (oben) sind gezeigt.
(B) Zur Ermittlung der eingesetzten Proteinmengen und der Inkorporationseffizien2*8pMEthionin
und -Cystein wurden die Zell-Lysate aus der Depletion atitA-Agarose in einem SDS-PAGE-Gel
aufgetrennt. Das Gel wurde mit Coomassie angefarbt (unten) und getrocknet gegen einen Réntgenfilm
exponiert (oben). Mit Hilfe des im Phosphoimager quantifizierten Radiogramms und Coomassiegels konnte
die Inkorporationseffizienz ermittelt werden.
(C) Um die Halbwertszeit von SUM@IGG-HA abschétzen zu kénnen, wurden im Phosphoimager die
Signale des radioaktiv-markierten SUM®AG-HA quantifiziert, gegen die Gesamt-Proteinmenge
abgeglichen und prozentual gegen die Chase-Zeiten aufgetragen.

Anhand des in Abb. 4.22 dokumentierten Experiments konnte fir das nicht-konjugierbare
SUMOIAGG-HA eine Halbwertszeit von 8 h abgeschéatzt werden. In einem parallel

durchgefuhrten ,Pulse-Chase“-Experiment ergab die Berechnung einen Wert von 7 h.
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Dariber hinaus liel3en erste Ergebnisse der Halbwertszeit-Bestimmung von endogenem
SUMO1 entsprechende Werte beziglich der Protein-Stabilitat erkennen
(Daten nicht gezeigt). Somit zeigen die ,Pulse-Chase"“-Experimente, dass SUMO1

- nicht nur unter Proteasom-Inhibitor-Bedingungen - ein relativ stabiles Protein ist.

4.4.2 Interferieren SUMOylierung und Ubiquitinierung?

Der Effekt des Proteasom-Inhibitors auf das SUMOylierungsmuster des endogenen
SUMO1 konnte bedeuten, dass SUMOylierung und Ubiquitinierung interferieren.
Der deutliche Anstieg der SUMO1-Konjugate durch MG132-Einfluss lasst vermuten,
dass viele SUMO-Substrate der proteasomalen Degradation unterliegen (Abb. 4.20 A).
Daraus folgend kann spekuliert werden, dass viele SUMO1-Konjugate gleichzeitig
ubiquitiniert sind. Dies wirft die Frage auf, ob sich SUMOylierung und Ubiquitinierung

gegenseitig beeinflussen oder gar voneinander abhangig sind.

SUMO1 wird ubiguitiniert

Fur den Nachweis, dass viele SUMO1-Konjugate gleichzeitig ubiquitiniert werden

kénnen, wurde einm vivo Ubiquitinierung mit Gberexprimiertem His-Ubiquitin (HisU)
etabliert. 293T-Zellen wurden nmitmyc-SUMOIAC4 und His-Ubiquitin ko-transfiziert,

ein Ansatz mit MG132 behandelt, alle Zellen unter denaturierenden Bedingungen
geerntet und die ultra-zentrifugierten Lysate mit Ni-Chelat-Matrix inkubiert. Im letzten
Schritt der Aufreinigung wurden die an die Ni-Chelat-Matrix gebundenen, His-Ubiquitin-
modifizierten Proteine durch Aufkochen in 2x-SDS-Probenpuffer in Losung gebracht und
Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Wie in Abbildung 4.23 gezeigt, fand sich SUMOL1
tatsachlich im His-Ubiquitin-,Pulldown®. Nach Proteasom-Inhibitor-Behandlung konnte
ein starkeres hochmolekulares SUMO1-Signal nachgewiesen werden. Die Spezifitat der
Signale war durch den Kontroll-Ansatz ohne Ko-Expression von His-Ubiquitin gegeben,

in dem kein endogenes oder Uberexprimiertes SUMO1 detektiert werden konnte.
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Abbildung 4.23: Immunoblot-Analyse des His-Ubiquitin-,Pulldowns” transfizierter 293T-Zellen
(c-myc-SUMO1ACA4, His-Ubiquitin) nach MG132-Behandlung.

293T-Zellen wurden wie angegeben mit His-Ubiquitin waohyc-SUMOMC4 transfiziert. Nach 36 h
wurde die Inkubation mit MG132 (6 h) gestartet. Unter denaturierenden Bedingungen wurden die Zellen
geerntet, bei 45000 g ultra-zentrifugiert und aus den Uberstanden His-Ubiquitin-Konjugate aufgereinigt
((Treier et al., 1994), 3.4.11). Die Uberstande der in 2x-SDS-Probenpuffer bei 95°C inkubierten Ni-Chelat-
Matrices wurden zu gleichen Volumina in einem 15%igen SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und immunologisch
mit aS1 analysiert.HisU: His-Ubiquitin; S1: SUMOZ1;ubi: endogenes Ubiquitin)

Die Mono-His-Ubiquitin-Form des Uberexprimierten SUMOL ist ein eindeutiger und
erstmaliger Befund flr eine direkte Verbindung zwischen den beiden post-translationalen
Modifikationen SUMOylierung und Ubiquitinierung. Dieser wirft viele neue Fragen bzgl.
der Art des Mechanismus und der Funktion einer SUMO-Ubiquitinierung auf. Zum einen
interessiert, ob ausschlie3lich nicht-konjugiertes SUMO1 ubiquitiniert wird oder ob
SUMOL1 erst am Substrat eine zusatzliche Ubiquitinierungsstelle bietet. Zum anderen
stellt sich die Frage, ob SUMO1 auch poly-ubiquitiniert werden kann. Eventuell entsteht

mono-ubiquitiniertes SUMO1 aber auch erst durch die Aktivitdt von SUMO-Proteasen.

Konjugiertes SUMOL1 tragt Poly-Ubiquitin-Ketten

Aus dem Resultat deHis-Ubiquitin-,,Pulldown“-Experiments mit Gberexprimiertem
c-myc-SUMOIAC4 kannzum einen festgehalten werdelass einanono-ubiquitinierte
SUMO1-Form gebildet werden kann, zitanderen, dass vielsUMOylierte Proteine

gleichzeitig ubiquitiniert werden kénnen.
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Danach sind zwei verschiedene Modelle der Modifikation abzuleiten (Abb. 4.24 B).
Entweder wird ein Protein parallel SUMOyliert und ubiquitiniert (Substrat A)
oder - unter Einbeziehung der nachgewiesenen madglichen mono-ubiquitinierten
SUMO1-Form - direkt an SUMO1 ubiquitiniert (Substrat B). Im Fall einer
Poly-Ubiquitinierung kénnte sogar eine Funktion der SUMOylierung als alternative
Ubiquitinierungsstelle postuliert werden (Proteasom-Inhibitor-Effekt, Abb. 4.23).

Um die Moglichkeit der Ubiquitinierung von konjugiertem SUMO1 zu Uberprifen,
sollten die aus einemn vivo Ubiquitinierung an der Ni-Chelat-Matrix angereicherten
His-Ubiquitin-modifizierten Proteine mit der Isopeptidase UI[E cerevisiae)
deSUMOyliert werden. Danach wéaren als an der Matrix gebundene Proteine allein
ubiquitinierte Proteine - darunter auch SUMOL1 - zu erwarten (Abb. 4.24 B).

Fur diesein vivo Ubiquitinierung wurden 293T-Zellen mit HA-SUM@C4 und
His-Ubiquitin ko-transfiziert und die an die Ni-Chelat-Matrix gebundenen Proteine einer
in vitro DeSUMOylierung mit Ulpl unterzogen. Die Immunoblot-Analyse mit
aHA-Antikorper zeigte ohne Ulpl-DeSUMOylierung das bereits bekannte Muster von
mono-ubiquitiniertem SUMO1 und starken SUMOZ1-Signalen im hochmolekularen
Bereich (Abb. 4.23). Diese hochmolekularen Signale verschwinden fast vollstandig nach
der Behandlung mit Ulp1. Gleichzeitig konnte jetzt HA-SUMXQ# als ein-, zwei-, drei-

und vierfach-ubiquitiniertes SUMO1 detektiert werden (Abb. 4.24 A).

Daraus folgt, dass zumindest einige der im His-Ubiquitin-,Pulldown” angereicherten
SUMOylierten Proteine direkt tber SUMO1 ubiquitiniert sind. Die verschiedenen
Kombinationen der beiden post-translationalen Modifikationen sind in Abbildung 4.24 B
dargestellt. Nach effizienter Ulp1-DeSUMOylierung sollten anNI€helat-Matrix nur

noch ubiquitinierte Proteine und ubiquitiniertes HA-SUMXTU gebunden sein.
Tatsachlich konnten mit demHA-Antikdrper Poly-Ubiquitin-Ketten an SUMOL1

nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.24: Immunoblot-Analyse des His-Ubiquitin-,Pulldowns® transfizierter 293T-Zellen
(HA-SUMO1AC4, His-Ubiquitin) nach in vitro DeSUMOylierung mit GST-Ulp1.

(A) 293T-Zellen wurden mit HA-SUMQIC4 und His-Ubiquitin ko-transfiziert, unter denaturierenden
Bedingungen geerntet, bei 45000 g ultra-zentrifugiert und aus den Uberstanden His-Ubiquitin-Konjugate
aufgereinigt (3.4.11). Die Ni-Chelat-Matrix mit gebundenen His-Ubiquitin-modifizierten Proteinen wurde
in 1x Transportpuffer umgepuffert, deren Volumen halbiert und mit bzw. ohne GST-Ulp1 fir 10 min bei
37°C inkubiert. Die Proteine der in 2x-SDS-Probenpuffer bei 95°C inkubierten Ni-Chelat-Matrices wurden
zu gleichen Volumina in einem 15%igen SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und immunologisainHmit
analysiert.

(B) Skizze der zwei Mdoglichkeiten gleichzeitig SUMOylierter und ubiquitinierter Proteine, die im
His-Ubiquitin-,Pulldown* an die Ni-Chelat-Matrix binden.

(HisU: His-Ubiquitin; S1: SUMO1; U: endogenes oder His-markiertgbiquitin; Ulpl: GST-Ulp1;

?x: poly-ubiquitinierte Proteine)

Im Zusammenhang mit der SUMO1-Stabilitat gegentber schneller proteasomaler
Degradation konnte dies bedeuten, dass konjugiertes SUMO1 ubiquitiniert wird,
anschlieRend aufgrund der Poly-Ubiquitin-Kettamt Substrat zum 26S-Proteasom
transportiert, dort jedoch nicht selbst degradiert, sondern wie Ubiquitin abgespalten wird.
Wahrend das Substrat proteasomal degradiert werden kdnnte, wirde SUMO1, wie auch
Ubiquitin, wiederum ftr die Modifikation zur Verfigung stehen (Wilkinson, 1997).

Bei dem eben beschriebenen Experiment muss berlucksichtigt werden, dass fur
HA-SUMOI1AGG, welches sich von dem hier benutzten HA-SUMOA4 nur C-terminal
unterscheidet, Instabilitat nachgewiesen wurde (Abb. 4.21 A). Trotzdem wurde das

Konstrukt im Hinblick auf bessere Nachweisbarkeit mit dadA-Antikorper in diesem
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Pilotprojekt eingesetzt. Der Befund einer Poly-Ubiquitinierung des im Konjugat
vorliegenden SUMOL1 konnte spater auch fiir endogenes SUMO1 nachgewiesen werden.
Hierflr wurde dian vivo Ubiquitinierung samt anschliel3endewvitro DeSUMOylierung

mit Ulp1 in gréBerem MaRstab - ohne SUMO1-Uberexpression - wiederholt. Dieses Mall
wurden sowohl die an die Ni-Chelat-Matrices gebundenen Proteine als auch die nach
DeSUMOylierung mit Ulpl im Uberstand geltst vorliegenden Proteine in einem
SDS-PAGE-Gel aufgetrennt. Um in der Immunoblot-Analyse endogenes SUMO1
(mit aS1) und His-Ubiquitin (mittHis) zweifelsfrei detektieren zu kénnen, wurden die
Proteine zweimal nebeneinander aufgetragen.

Wie schon fur HA-SUMOAC4 konnte auch fur endogenes SUMOL1 der Nachweis
erbracht werden, dass konjugiertes SUMO1 poly-ubiquitiniert werden kann. Die mit
aS1-Antikdrper detektierten Banden der an die Ni-Chelat-Matrix gebundenen Proteine
entsprachen dem in Abbildung 4.24 A gezeigten Ergebnis fir die HA-SW@d1
Uberexpression (Abb. 4.25 A). Der Ansatz nach DeSUMOylierung mit Ulpl (+Ulp1)
zeigte deutliche Signale fur ein-, zwei-, drei- und vierfach-ubiquitiniertes SUMO1.
Die Doppelbande im molekularen Bereich des zweifach-ubiquitinierten SUMOL1 zeigt
wahrscheinlich die verschiedenen Ubiquitin-Ketten-Kombinationen (His-Ubiquitin*His-
Ubiquitin, His-Ubiquitin*Ubiquitin). In der Probe ohne Ulpl (-Ulpl) wurden dagegen
nur im hochmolekularen Bereich SUMO1-Signale detektiert. SUMO1*His-Ubiquitin
konnte im ,-Ulpl“-Ansatz zwar nicht intS1-Immunoblot, jedoch aufgrund héherer
Sensitivitat destHis-Antikorpers imaHis-Immunoblot detektiert werden.

Des Weiteren zeigten die Signale addis-Immunoblots im ,-Ulpl“-Ansatz eindeutig
ein-, zwei- und dreifach Ubiquitin-Formen sowie im hochmolekularen Bereich
poly-ubiquitinierte Substrate. Zusatzlich waren schwéachere Signale auf Ho6he des ein-
und zweifach-ubiquitinierten SUMOL1 zu sehen. Der ,+Ulpl“-Ansatz liel3, bereichert um
die Signale der jeweiligen SUMO1-Ubiquitin-Formen, imHis-Immunoblot die
Ubiquitin-Signale des ,-Ulpl“-Ansatzes erkennen. Die hochmolekularen Signale blieben
nachin vitro DeSUMOylierung mit Ulp1 &hnlich stark. Dies war erwartet worden, da mit

hoher Wahrscheinlichkeit nicht jedes ubiquitinierte Protein auch SUMOyliert ist.
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Abbildung 4.25: Immunoblot-Analyse des His-,Pulldowns® transfizierter 293T-Zellen nachin vitro
DeSUMOylierung mit GST-Ulpl (His-Ubiquitin (A), His-SUMO1AC4 (B)).

(A) 293T-Zellen wurden mit His-Ubiquitin transfiziert, unter denaturierenden Bedingungen geerntet, bei
45000 g ultra-zentrifugiert und aus den Uberstanden His-Ubiquitin-Konjugate aufgereinigt (3.4.11).
Die Ni-Chelat-Matrix mit gebundenen His-Ubiquitin-modifizierten Proteinen wurde in 1x Transportpuffer
umgepuffert, geteilt und mit bzw. ohne GST-Ulpl fur 10 min bei 37°C inkubiert. Die Proteine der in
2x-SDS-Probenpuffer bei 95°C inkubierten Ni-Chelat-Matrich$ Ghelat-Matrix ) sowie die geldst
vorliegenden Proteine nach DeSUMOylierung mit GST-Ulgherstiande wurden zu gleichen Volumina

in einem 15%igen SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und immunologisch ®ditundaHis analysiert.

(B) Wie (A), jedoch wurden 293T-Zellen mit His-SUMQC4 transfiziert (24 h) und fur 6 h mit
MG132 behandelt. Die Immunoblot-Analyse wurde atl durchgefihrt.

(HisU: His-Ubiquitin; HisS1: His-SUMOI1AC4; S1: SUMOL; ubi: endogenes Ubiquitin;

?x: poly-ubiquitinierte Proteing;; kreuzreagierende Bande)
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Die Uberstande nach Inkubation der Ni-Chelat-Matrix mit bzw. ohne Ulpl wurden
ebenfalls zweimal nebeneinander in einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und mit den
AntikérpernaS1 undaHis im Immunoblot analysiert. Im ,+Ulpl“-Ansatz konnten
eindeutig freies und mono-ubiquitiniertes SUMO1 nachgewiesen weral8f).(

Auf Hohe der zweifach-ubiquitinierten Form traten, wie schon im ,+Ulpl“-Ansatz der
Ni-Chelat-Matrix eine starke und zwei schwéachere Banden auf. Erstere beruhte auf einer
Kreuzreaktion vonaS1 mit einem Protein der GST-Ulpl-Praparation, die zweli
schwacheren Banden kdnnten die verschiedenen Kombinationen des mit endogenem

und/oder mit His-Ubiquitin-modifiziertem SUMOL1 darstellen.

Um ausschlie3en zu kdénnen, dassidrdvo Ubiquitinierung des endogenen SUMOL1 ein
von Ubiquitin-Uberexpression (HisU, Abb. 4.25 A) abhéngiger Prozess ist, wurde das
Experiment statt mit His-Ubiquitin mit His-SUM@I4 (HisS1, Abb. 4.25 B)
transfizierten 293T-Zellen wiederholt. Wie schon im His-Ubiquitin-,Pulldown” wurden
die an der Ni-Chelat-Matrix gebundenen sowie die nachtro DeSUMOylierung mit

Ulpl gel6st vorliegenden Proteinen Immunoblot mita S1-Antikérper analysiert.

Die zwei Varianten der gleichzeitig SUMOylierten und ubiquitinierten Proteine der im
His-SUMO1-,Pulldown® an Ni-Chelat-Matrix gebundenen Proteine sind

in Abbildung 4.26 skizziert.

Ni-Chelat-
Matrix

Substrat
B

Abbildung 4.26: Gleichzeitig ubiquitinierte und SUMOylierte Proteine im His-SUMO1-,Pulldown®.
Skizze der zwei Mdglichkeiten gleichzeitig SUMOylierter und ubiquitinierter Proteine, die im
His-SUMO1-,Pulldown” an die Ni-Chelat-Matrix binderJ{ endogenes Ubiquitinjlpl: GST-Ulpl)

+ Ulpl @ SUMO
Substrat A QG

monomeres His-SUMO1
+ Ulpl @
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bleibt an Ni-Chelat-Matrix
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Mit dem His-SUMO1-,Pulldown* konnten ebenfalls hochmolekulare SUMO1-Konjugate
nachgewiesen werden. Deren Signal-Abnahme nach DeSUMOylierung bei
gleichzeitigem Auftreten niedermolekularer SUMO1-Formen entsprach dem Verhalten
des endogenen SUMOL1 im His-Ubiquitin-,Pulldown“ (Abb. 4.25 A). Die Menge des an
der Ni-Chelat-Matrix gebundenen monomeren nicht-ubiquitinierten His-SUMA1
nahm nach Ulpl-Behandlung zu. Dieses His-SUMO4 muss aus Substraten
hervorgegangen sein, die parallel ubiquitiniert und SUMOyliert oder mehrfach mit
SUMO modifiziert waren.

Das im Uberstand detektierte monomere His-SUKO4 kénnte daraus resultieren, dass
im Verlauf der Ulpl-Behandlung His-SUM@T4 von der Ni-Chelat-Matrix
abdiffundiert ist.

Die beiden Experimente zeigen, dass sowohl endogene Mengen SUMOL1 (His-Ubiquitin-
,Pulldown®) als auch endogene Mengen Ubiquitin (His-SUMO1-,Pulldown*) fir die
Poly-Ubiquitinierung von SUMO1 ausreichend sind und unterstidizerlypothese der

SUMOylierung als alternative Ubiquitinierungsstelle.

4.4.3 Mechanismus der SUMO1-Ubiquitinierung

Nachdem poly-ubiquitiniertes SUMOL1 in endogenen SUMO1-Konjugaten nachgewiesen
werden konnte, stellte sich die Frage nach dem Mechanismus dieser Kombination post-
translationaler Modifikationen. Wird zunachst das Substrat SUMOyliert und SUMOL1 erst
am Substrat ubiquitiniert? Oder wird das Substrat direkt mit ein-, zwei-, oder dreifach-
ubiquitiniertem SUMO1 modifiziert? Die in den ,Pulldown“-Experimenten detektierten
Mono- oder Di-Ubiquitin-Formen (Abb. 4.23, 4.24 A, 4.25 B) gaben keine eindeutige
Antwort. Diese Formen kdnnten in beiden Mechanismen als Zwischenstufen auftreten.
Entweder modifizieren diese Zwischenformen noch ein Substrat oder stammen aus der

DeSUMOylierung eines SUMO1-Konjugates; eventuell ist auch beides der Fall.
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Kann freies SUMO1 poly-ubiquitiniert werden?

Eine Moglichkeit zu Uberprifen, ob SUMO1 nicht-konjugiert Gberhaupt ubiquitiniert
werden kann, ister His-Ubiquitin-,Pulldown®* mit dem nicht-konjugierbaren
SUMO1-Konstrukt SUMOAGG-HA. Tatsachlich konnte in diesein vivo
Ubiquitinierung ein-, zwei-, drei- und vierfach-ubiquitiniertes SUMGIG-HA im

Immunoblot mitaHA-Antikdrper nachgewiesen werden (Abb. 4.27 A).
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Abbildung 4.27: Immunoblot-Analyse des His-Ubiquitin-,Pulldowns* mit SUMO1AGG-HA

nach MG132-Behandlung(A) und in vitro SUMOylierung von Ubiquitin (B).

(A) 293T-Zellen wurden mit SUMQIGG-HA und His-Ubiquitin ko-transfiziert, 6 h mit MG132 inkubiert

und unter denaturierenden Bedingungen geerntet. Die Zell-Lysate wurden bei 45000 g ultra-zentrifugiert
und aus den Uberstanden His-Ubiquitin-Konjugate aufgereinigt (3.4.11). Die Proteine der in 2x-SDS-
Probenpuffer bei 95°C inkubierten Ni-Chelat-Matrices wurden zu gleichen Volumina in einem 15%igen
SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und immunologisch aitA analysiert.

(B) Rekombinantes Ubiquitin allein (oben) oder in Kombination mit RanGAP1 (unten) wurde mit
rekombinantem E1-, E2-Enzym und SUMO1J4 bei 30°C inkubiert. Die mit ATP (1 mM) gestartete
SUMOylierungsreaktion wurde nach 45 min mit 2x-SDS-Probenpuffer gestoppt und in der Immunoblot-
Analyse mitaS1,a ubi undaRanGAP1 Uberprift.

(HisU: His-Ubiquitin; RG*S1: RanGAP1*SUMO1RG: RanGAP1;S1: SUMOZ;ubi: Ubiquitin)
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Im Vergleich zu MG132-behandelten Zellen konnte keine Veranderung der Signale und
somit kein Einfluss des Proteasom-Inhibitors festgestellt werden. Diese Beobachtung
steht im Einklang mit der fur endogenes SUMO1 gezeigten Resistenz gegentber
proteasomalem Abbau (Abb. 4.20).

Kann freies Ubiquitin SUMOvliert werden?

Die Feststellung, dass freies SUMO1 ubiquitiniert werden kann, lie3 die Frage zu, ob
analog auch freies Ubiquit@UMOyliert werden kann. Dies wurde in ein@rvitro
SUMOylierung mit rekombinantem Ubiquitin als alleiniges Substrat getestet. In der
parallelen Immunoblot-Analyse mitS1- undaUbi-Antikérper war jedoch im Vergleich

zu der Kontrolle (-ATP) kein Unterschied zu erkennen (Abb. 4.27 B, oben). DeeStit
detektierten Banden entsprachen den SUMOylierten Formen der eingesetzten Enzyme
Aosl1/Uba2 und Ubc9.

Um zu Uberprifen, ob an einem SUMO1-Substrat heterogene Ketten aus SUMO1 und
Ubiquitin gebildet werden kénnen, wurden in einem zweiten Ansatz Ubiquitin und
RanGAP1 gleichzeitig als Substrate eingesetzt (Abb. 4.27 B, unten). In der
Immunoblot-Analyse mitRG- und a S1-Antikérper konnte im Gegensatz zu der
Kontrolle (-ATP) RanGAP1*SUMOL1 detektiert werden. Im Vergleich zu einem Ansatz,
der nur RanGAP1 als Substrat enthielt, konnten jedoch keine Unterschiede festgestellt
werden. Dies wurde durch die Immunoblot-Analyse mibi bestatigt, die kein
hochmolekulares Signal zeigte. Daraus resultiert, dass unter den gewahiam
Bedingungen, in denen der Einfluss von E3-Ligasen nicht bertcksichtigt war, kein
SUMOyliertes Ubiquitin detektiert werden konnte (Abb. 4.27 B).

Au