Charakterisierung
von PIAS-Proteinen als
E3-ahnliche Faktoren im SUMO-System

Dissertation der
Fakultat fur Biologie der
Ludwig-Maximilians-Universitat
Milnchen

vorgelegt von
Diplom-Biologin
Darja Schmidt

Marz 2005



Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Dissertation selbstandig und
ohne unerlaubte Hilfe angefertigt habe. Ich habe weder anderweitig
versucht, eine Dissertation oder Teile einer Dissertation einzureichen bzw.
einer Prufungskommission vorzulegen, noch eine Doktorprufung
durchzufuhren.

Darja Schmidt
Munchen, den 30.03.2005



Die vorliegende Dissertation wurde in der Zeit von April 2001 bis Marz 2005 unter
Anleitung von Herrn Dr. S. Muller in der Abteilung von Herrn Prof. S. Jentsch am Max-
Planck-Institut fir Biochemie in Martinsried durchgefuhrt.

Publikationen:

Schmidt, D. and Mdller, S. (2002). Members of the PIAS family act as SUMO ligases for
c-Jun and p53 and repress p53 activity. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 99, 2872-2877

Schmidt, D. and Muller, S. (2003). PIAS/SUMO: New Partners in Transcriptional
Regulation. Cell. Mol. Life Sci., 60, review, 2561-2574

Muller, S., Ledl, A. and Schmidt, D. (2004). SUMO: A regulator of gene expression and
genome integrety. Oncogene 23(11) review, 1998-2008

Ledl, A., Schmidt, D. and Muller, S. (2005). Viral oncoproteins E1A and E7 and cellular
LxCxE proteins repress SUMO modification of the retinoblastoma tumor suppressor.
Oncogene, 24(23), 3810-3818.

Bossis, G., Malnou, C., Farras, R., Andermarcher, E., Hipskind, R., Rodriguez, M.,
Schmidt, D., Muller, S., Jariel-Encontre, I. and Piechaczyk, M. (2005). Down-regulation
of the c-Fos/c-Jun AP-1 dimer activity by sumoylation. Mol. Cell Biol. im Druck

Mziaut, H., Trajkovski, M., Kersting, S., Altkrager, A., Lemaitre, R. P., Schmidt, D.,
Saeger, H.-D., Lee, M.-S., Drechsel, D. N., Mdller, S. and Solimena, M. (2005). Synergy

of Glucose and Growth Hormone Signaling in Islet -Cells via ICA512 and STATS,
eingereicht

Promotionsgesuch eingereicht am 30.03.2005

Tag der mundlichen Priufung: 6.06.2005

Gutachter

Herr Prof. S. Jentsch
Frau Dr. D. Zink



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Zusammenfassung
Einleitung
Das Ubiquitin-System
Ubiquitin-Domanen-Proteine und Ubiquitin-ahnliche Proteine
Das SUMO-System
Das SUMO-Konjugationssystem
Dekonjugation von SUMO
Substrate von SUMO und Funktionen der Sumoylierung
PML-Foci
PIAS-Proteine
Domanen-Struktur von PIAS
PIAS-interagierende Proteine als transkriptionelle Koregulatoren
Der Tumorsuppressor p53
Domanen-Struktur von p53
Aktivierung von p53
Zielgene von p53
Regulation von p53 durch posttranslationale Modifikationen
PARP
Struktur von PARP-1
Poly(ADP-Ribosyl)ierung
Die PARP-Familie
Die duale Rolle von PARP-1 in der Antwort auf DNA-Schaden
Modulation der transkriptionellen Aktivitat durch PARP-1
PARP-1 in der Apoptose

Zielsetzung

Ergebnisse

PIAS-Proteine stimulieren die Sumoylierung von p53

Spezifitat der einzelnen PIAS-Formen bei der Sumoylierung von p53

Die Rolle von SP-RING- und SAP-Domaéane bei der PIAS-abhangigen
Sumoylierung von p53

PIAS induziert die Sumoylierung einer zweiten Akzeptorstelle in p53
Substratspezifitat von PIAS-Proteinen

Automodifikation von PIAS

Interaktion von PIAS mit p53 und Ubc9

Das SUMO/PIAS-System als Inhibitoren der p53-abhangige Transkription
PIAS-Proteine als transkriptionelle Koregulatoren

Biochemische ldentifikation neuer Interaktionspartner von PIAS-Proteinen
Ku70 und Ku80 sind SUMO-Substrate in vitro

SUMO-Modifikation von PARP-1

|dentifizierung der Haupt-Sumoylierungsstellen von PARP-1

Einfluss der Sumoylierung von PARP-1 auf die DNA-Bindung und die

OONOTWNN =

21

22
22
25

27
29
29
33
34
35
37
39
42
43
45



Inhaltsverzeichnis

Interaktion von PIAS sowie XRCC-1
Die Sumoylierung schutzt PARP-1 nicht vor seiner Spaltung durch Caspasen
Interferenz der Autoribosylierung und Sumoylierung von PARP-1

Diskussion

PIAS-Proteine als E3-Ligasen im SUMO-System

Topors als potenzielle E3-Ligase

Die Rolle des SUMO/PIAS-Systems im Signalweg von p53
SUMO/PIAS in der transkriptionellen Regulation
SUMO/PIAS als Regulatoren von PARP-1 und Ku70/Ku80

Material und Methoden
Mikrobiologische Techniken
Molekularbiologische Techniken
Zellkulturtechniken
Proteinbiochemische Techniken

Referenzen

Peptidabdeckungen

49
52
53

54
54
56
57
58
61

63
63
65
67
68

74

84



Zusammenfassung

Charakterisierung von PIAS-Proteinen als E3-ahnliche Faktoren im
SUMO-System

Die posttranslationale Modifikation mit dem Ubiquitin-ahnlichen Protein SUMO (small
Ubiquitin-like modifier) wurde in den letzten Jahren fur zahlreiche zellulare
SchlUsselfaktoren, die u. a. in Vorgange wie Transkription und DNA-Reparatur involviert
sind, gezeigt. Die Modifikation mit SUMO, Sumoylierung, verlauft in einem mehrstufigen
enzymatischen Prozess, bei dem analog zum Ubiquitin-System ein aktivierendes (E1)
und ein konjugierendes (E2) Enzym beteiligt sind. Ob im SUMO-System wie im
Ubiquitin-System E3-ahnliche Faktoren (Ligasen) existieren, die die Modifikation
stimulieren und die Substratselektion vermitteln, war bislang unklar. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, mogliche E3-ahnliche Faktoren zu identifizieren und zu
charakterisieren.

PIAS-Proteine wurden ursprunglich als Inhibitoren von Transkriptionsfaktoren der STAT-
Familie beschrieben. Basierend auf neuen Ergebnissen, die zeigten, dass Siz- Proteine,
die Orthologen von PIAS in der Hefe S. cerevisiae, die Sumoylierung stimulieren,
wurden PIAS-Proteine hier als Kandidaten fiur SUMO-E3-Ligasen im Saugersystem
untersucht. Ein potenzielles Zielprotein der PIAS-abhangigen Sumoylierung war p53.
Wir konnten zeigen, dass alle vier Mitglieder der PIAS-Familie sowohl in vivo als auch in
vitro einen drastischen stimulierenden Effekt auf die SUMO-Modifikation von p53
ausuben und somit als SUMO-Ligasen fungieren. Die Ligaseaktivitat beruht auf einer
intakten sogenannten SP-RING-Domane, die Verwandtschaft zur klassischen RING-
Domaéne einer Klasse von Ubiquitin-Ligasen aufweist. Eine weitere Gemeinsamkeit ist
die Bindung beider Typen von Ligasen an ihre jeweiligen Substrate und das E2-Enzym.
Ferner unterliegt PIAS ebenso wie Ubiquitin-Ligasen des RING-Typs einer
Automodifikation. Neben diesen Analogien weisen PIAS-Ligasen als wichtigen
Unterschied zu Ubiquitin-Ligasen jedoch eine wesentlich geringere Substratspezifitat
auf.

Ein zentraler Aspekt der Arbeit war die Untersuchung der Effekte des SUMO/PIAS-
Systems auf die Funktion des Tumorsuppressors p53. In Reportergenexperimenten
zeigten PIAS-Proteine eine Repression p53-abhangiger Transkription. Hierfur ist eine
intakte SP-RING-Domane und somit die Ligaseaktivitat von PIAS essentiell, was fur eine
inhibitorische Rolle des SUMO-Systems im p53-Signalweg spricht. In Ubereinstimmung
hiermit fuhrt die lineare Fusion von SUMO an p53 zu einer Inhibierung der
transkriptionellen  Aktivitat von p53. Weiterhin weisen PIAS-Proteine per se
reprimierende Effekte auf die Transkriptionsaktivitat auf. Zusammengenommen zeigen
diese Daten ein kooperatives Zusammenspiel von SUMO und PIAS als wichtige
Faktoren in der transkriptionellen Repression von p53 und belegen damit die zentrale
Rolle des SUMO-Systems bei der Inhibierung von Transkriptionsfaktoren.

Im Zuge der weiteren Charakterisierung von PIAS-Proteinen konnten die Poly(ADP-
Ribose)-Polymerase PARP-1 sowie Ku70 und Ku80 als neue Bindungspartner von PIAS
und als SUMO-Substrate identifiziert werden. PARP-1 und Ku70 sind wichtige
Komponenten von DNA-Reparatur-Prozessen, wie der Basenaustauschreparatur und
der nicht-homologen Endverknupfung. Damit konnte der PIAS-vermittelten
Sumoylierung in hdheren Eukaryonten neben negativ-regulatorischen Funktionen in der
Transkription auch eine Kontrollfunktion in spezifischen DNA-Reparaturprozessen
zukommen.
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Das Ubiquitin-System

Ubiquitin- und Ubiquitin-ahnliche Modifikationssysteme sind verwandte Signalwege, bei
denen posttranslational ein spezifisches Modifikationsprotein kovalent an ein Zielprotein
konjugiert wird. Hierbei entsteht in der Regel eine Isopeptidbindung zwischen dem C-
Terminus des jeweiligen Modifikationsproteins und einer e-Aminogruppe eines
Lysinrests im Zielprotein. Die Verknupfung erfolgt in einem mehrstufigen enzymatischen
Prozess, der hier exemplarisch anhand des am besten untersuchten Ubiquitin-Systems
beschrieben wird:

Das Modifikationsprotein Ubiquitin, ein in allen Eukaryonten hochkonserviertes Protein,
wird als Vorlauferprotein synthetisiert und durch C-terminale Spaltung in seine
funktionelle Form von 79 Aminosauren uberfuhrt. Die Prozessierung generiert ein zur
Konjugation essentielles Doppelglyzin-Motiv am C-Terminus.

Im folgenden wird Ubiquitin Uber das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1 aktiviert, wobei in
einem ATP-abhangigen Schritt ein Ubiquitinadenylat gebildet wird. Dieses wird unter
Freisetzung eines AMP auf die Thiolgruppe des konservierten Cysteinrests im aktiven
Zentrum des E1-Enzyms unter Ausbildung einer energiereichen Thioesterbindung
Ubertragen. Das aktivierte Ubiquitin  wird vom E1-Enzym auf Ubiquitin-E2-
Konjugationsenzyme (Ubc’s) durch Transesterifizierung Ubertragen (Hershko, 1983).
E2-Enzyme bilden eine hochkonservierte Proteinfamilie und enthalten als
charakteristische Domane eine Ubiquitin-Konjugationsdomane (Ubc-Domane). Das
aktive Zentrum dieser Domane, ebenfalls ein Cystein, ist der Akzeptor fur Ubiquitin. E2-
Enzyme Ubertragen direkt oder mit Hilfe sogenannter E3 Ubiquitin-Ligasen, die als
Spezifitatsfaktoren fungieren, Ubiquitin auf das Substrat (Hochstrasser, 1996;
Matuschewski et al., 1996). E3-Ligasen werden in zwei grol3e Klassen, sogenannte
RING- und HECT-Ligasen eingeteilt:

E3-Ligasen des RING-Typs fungieren als Adaptermolekulle, die Ubc und Substrat in
raumliche Nahe bringen. Diese Klasse von Ligasen, (Joazeiro and Weissman, 2000)
zeichnet sich durch eine sogenannte RING-Domane aus, die meist als E2-
Rekrutierungsdomane agiert und fur die Ligaseaktivitat essentiell ist. Der RING-Finger
ist ein Zink-bindendes Motiv von 40-60 Aminosauren, das acht konservierte
Cysteine/Histidine besitzt, die in zwei Varianten auftreten, einem C3HC4-Typ und einem

C3H2C3-Typ. Bei RING-Typ Ligasen unterscheidet man zwei Untergruppen: Die
Mitglieder der Subklasse von monomeren RING-Ligasen, zu denen u. a. c-cbl und
Mdm2 zahlen, besitzen Bindungsstellen sowohl fur das Ubc als auch fur das Substrat.
Daneben existiert die Subklasse der oligomeren RING-Ligasen, in die z. B. der SCF-
Komplex fallt, bei denen die RING-Finger-Komponente (Roc/Rbx) fur die Bindung des
Ubc’s verantwortlich ist und zusatzliche, assoziierte Faktoren das Substrat rekrutieren.
Der SCF-Komplex beispielsweise enthalt neben Roc die Strukturkomponenten Cullin
CUL1 und das Protein SKP1, sowie einen in die Substratselektion involvierten Faktor
der F-Box-Familie. (Deshaies, 1999). Substrate fur den SCF-Komplex sind Cycline,
CDK-Inhibitoren, p-Katenin und IxBa.

Die zweite grolle Klasse von Ligasen, E3-Ligasen des HECT-Typs, katalysieren die
Ubiquitinierung durch die Bildung eines Thioester-Intermediates zwischen Ubiquitin und
einem konservierten Cystein innerhalb der HECT-Domane (Scheffner et al., 1995).
Weitere Konjugationsfaktoren im Ubiquitinsignalweg konnen sogenannte E4’s sein, die
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an bereits konjugierte Ubiquitin-Einheiten binden und die Bildung von Multi-Ubiquitin-
Ketten katalysieren (Koegl et al., 1999).

Die Arbeiten der vergangenen Jahre im Ubiquitin-Feld zeigten die hohe Komplexitat des
Ubiquitin-Systems, sowohl bezlglich des Konjugationsmechanismus als auch der
funktionellen Konsequenz der Ubiquitinierung.

Im klassischen und am besten verstandenen Ubiquitin-Proteasom-Signalweg werden
Substrate mit polymeren, verzweigten Ubiquitinketten, die Uber Ubiquitin-Ubiquitin-
Isopeptidbindungen an das Lysin K48 im Ubiquitin geknupft werden, modifiziert und
damit fur den Abbau durch das 26S-Proteasom markiert (Pickart, 1997; Weissman,
2001). Bei dem 26S-Proteasom handelt es sich um einen multikatalytischen
Proteasekomplex im Cytosol und im Nukleus eukaryontischer Zellen (Enenkel et al.,
1999). Substrate werden hier durch eine ATP-verbrauchende Reaktion zu kurzen
Peptiden abgebaut. Neben dieser klassischen Funktion von Ubiquitin als
Degradierungssignal ist inzwischen eine Vielzahl weiterer, nicht-proteolytischer
Funktionen der Ubiquitinierung bekannt. Diese werden meist Uber Monoubiquitinierung
oder alternativ verknupfte Ubiquitin-Ketten vermittelt.

So hat die Modifikation von Proteinen mit Ubiquitin-Ketten, die uUber das Lysin K63
verknupft sind, eine wichtige Funktion in Signaltransduktionswegen, wie dem NFkB-
Weg, und der DNA-Reparatur. Ketten an K63 werden beispielsweise nach DNA-
Schaden an PCNA (proliferating cell nuclear antigen) gefunden (Hoege et al., 2002;
Ulrich, 2004) und sind fur den fehlerfreien Zweig der postreplikativen DNA Reparatur
essentiell. Das Ubc in diesem in DNA-Replikation und -Reparatur involvierten Signalweg
ist Rad6 (Jentsch et al., 1987), die zugehorige Ligase Rad18p (Bailly et al., 1997).
Monoubiquitinierung von PCNA spielt dagegen eine Rolle im fehler-behafteten Zweig
der postreplikativen DNA-Reparatur. Daneben hat die Monoubiquitinierung
beispielsweise auch eine zentrale Bedeutung in der Endozytose. Die Modifikation mit
Ubiquitin ist fur die Internalisierung einiger Membranproteine notig (Hicke, 1999). Die
Ubiquitinierung scheint sowohl bei der Internalisierung von Membranproteinen in
primare endozytotische Vesikel (Hicke, 2001) als auch bei der Sortierung von Vesikeln
(Losko et al., 2001) eine Rolle zu spielen.

Weitere Substrate fur Monoubiquitinierung sind die Histone und einige andere nukleare,
chromatinassoziierte Proteine (Busch and Goldknopf, 1981; West et al., 1985). Die
Ubiquitinierung von H2B in S. cerevisiae wird durch das Ubc RAD6 (Ubc2) vermittelt
(Jentsch et al., 1987; Robzyk et al., 2000); sie reguliert hier die Methylierung von Histon
H3 und moduliert damit transkriptionelle Prozesse (Sun and Allis, 2002).

Ubiquitin-Domanen-Proteine und Ubiquitin-ahnliche Proteine

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Proteine identifiziert, die Sequenzahnlichkeit
bzw. strukturelle Verwandtschaft mit Ubiquitin besitzen. Diese werden unterteilt in
Proteine, die Ubiquitin-ahnliche = Domanen  besitzen, jedoch nicht als
Modifikationsproteine dienen (UDP, Ubiquitin-domain proteins), und Proteine, die als
Modifikationsproteine fungieren (UBL, Ubiquitin-like modifier) (Jentsch and Pyrowolakis,
2000).

UDP’s stellen eine heterologe Gruppe von Proteinen dar, von denen einige wichtige
Funktionen im Ubiquitin-Proteasom-System erfullen. RAD23 und BAG-1 assoziieren mit
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dem 26S-Proteasom, wofur ihre Ubiquitin-ahnliche Domane notwendig ist. Es scheint
ein Zusammenspiel zwischen der Funktion von UDP’s, Proteasomen und Chaperonen
zu existieren: drei UDP’s (PLIC2/Chap1, BAG-1 und BAT3/Chap2) haben Affinitat zu
Chaperonen der Hsp70-Familie (Kaye et al., 2000; Luders et al., 2000). BAG-1 ubt
antiapoptotische Funktionen aus, interagiert mit Bcl2, der Raf-Kinase und
Steroidhormonrezeptoren und fungiert als Kofaktor fur Hsc/Hsp70, indem es das
Chaperon an das Proteasom rekrutiert. BAG-1 konnte also die Proteinfaltung mit
proteolytischen Aktivitaten koppeln (Luders et al., 2000). Unter den UDP’s finden sich
auch Proteine, die im Ubiquitinweg eine Rolle spielen: UBP6 ist eine Ubiquitin-
spezifische Protease (Wyndham et al., 1999), wahrend Elongin B eine Untereinheit der
CBC-Ubiquitin-Ligase ist.

HUB-1 aus S. cerevisiae wurde zunachst als UBL-Modifikationsprotein beschrieben
(Dittmar et al., 2002). HUB1 weist jedoch im Gegensatz zu anderen UBL’'s kein C-
terminales Doppelglyzin, sondern ein Doppeltyrosin auf. Aulerdem zeigt die strukturelle
Analyse des humanen Orthologs UBL5, dass das Doppeltyrosinmotiv nicht wie das
Doppelglyzin-Motiv der anderen UBL’s exponiert ist (McNally et al., 2003). In
Ubereinstimmung hiermit zeigen neuere Untersuchungen, dass HUB1 mit zelluldren
Proteinen ATP-unabhangig SDS-resistente Komplexe bildet und vermutlich nicht
kovalent Substrate modifiziert (Luders et al., 2003), sondern Proteinfunktionen eher
durch nichtkovalente Bindung moduliert. Somit muss HUB1 eher zur Klasse der UDP’s
gezahlt werden.

Ubiquitin-ahnliche Modifikationsproteine der UBL-Familie zeigen unterschiedliche
Sequenzhomologien zu Ubiquitin. Die groRte Ahnlichkeit weisen die Interferon-
induzierten Modifikationsproteine ISG15 und FAT10 auf. ISG15 wird nach viraler oder
bakterieller Infektion durch Interferon-a und -g induziert (Der et al., 1998; Farrell et al.,
1979). Als E1 dient in diesem Konjugationssystem UBE1L (Yuan and Krug, 2001), als
E2 wird Ubc8 verwendet (Kim et al., 2004a). Diese beiden Proteine werden ebenso wie
die Protease UBP43, die ISG15 abspaltet, durch Interferon induziert (Malakhov et al.,
2002). FAT10 ist im MHC-Komplex kodiert und wird durch Interferon-y sowie TNFa
induziert. Es besteht aus zwei Tandem-artigen Ubiquitin-ahnlichen Domanen und wirkt
als Agonist in der Caspase-abhangigen Apoptose.

RUB, Nedd8, hat ca. 50% Sequenzidentitat zu Ubiquitin. Die Hauptsubstrate von RUB
sind Mitglieder der Familie der Culline, den Strukturkomponenten von multimeren E3-
Ligasen des RING-Typs. Fur die Konjugation werden das heterodimere E1 ULA1/UBA3
sowie das E2 Ubc12 bendtigt (Hori et al., 1999; Lammer et al., 1998; Liakopoulos et al.,
1999; Liakopoulos et al., 1998; Osaka et al., 1998). Vor kurzem konnte eine Modifikation
mit Nedd8 auch fur p53 gezeigt werden (Harper, 2004; Xirodimas et al., 2004).

APG12 und URM1 reprasentieren UBL’s, die lediglich strukturelle Homologie, aber
keinerlei Sequenzhomologie zu Ubiquitin aufweisen.

APG12 ist von der Hefe bis zum Sauger konserviert und spielt eine Rolle in der
Autophagie, bei der Teile des Cytoplasmas in Vesikeln, den Autophagosomen,
eingeschlossen und in die Lysosomen transportiert werden. Das Substrat von APG12 ist
APGS5, welches ebenfalls fur die Autophagie bendtigt wird (Klionsky and Ohsumi, 1999).
Als E1 fungiert APG7, als E2 APG10. APG7 zeigt Sequenzhomologie mit dem E1 des
Ubiquitin-Systems, wahrend APG10 sich von Ubc’s unterscheidet. Modifiziertes APG5
bindet praferentiell an APG16 und induziert dadurch eine Oligomerisierung des
Konjugatkomplexes (Klionsky and Ohsumi, 1999). Dieser Komplex bindet an
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Membranen. APG8 zahlt auch zu den UBL's, interessanterweise ist sein Substrat
jedoch kein Protein, sondern das Membranlipid Phosphatidylethanolamin (PE).

Urm1p in S. cerevisiae besitzt mehrere Substrate und spielt vermutlich eine Rolle in der
Knospung sowie im invasiven Wachstum der Hefe (Goehring et al., 2003).

Das SUMO-System

Das Modifikationsprotein SUMO (small ubiquitin-like modifier, auch smt3, Sentrin, GMP1
oder PIC1) wurde ursprunglich als Smt3 von S. cerevisiae in einem Screen als ,high
copy suppressor® von Mutationen im centromeren Protein MIF2 identifiziert (Melchior,
2000; Muller et al., 2001; Seeler and Dejean, 2003). Spater wurde Smt3/SUMO in allen
bislang untersuchten Eukaryonten gefunden. S. cerevisiae besitzt ein SUMO-Gen,
wahrend in Saugern mindestens drei SUMO-Formen, SUMO-1, -2 und -3 auftreten.
SUMO-1 zeigt 50% Sequenzidentitdt zu SUMO-2 und -3, die untereinander fast
identisch sind.

SUMO-1 ----QEA PSTEDLGDKKEGEYIKLKVIGQDSSEEHFK LM TP H AR KES

SUMO-2 ----EKPHEG PHEINERERSIH INLEVINGQODG SUAYCIF K T K (T 14T 5 K/

SUMO-3 E----EKPNEG TSN - - — - — IHINLEVINGQ DG SEAYOIF KT Kizd: T T, (] J4A

SMT3 SEVNQEAIYPE P KP——ETHINLKVS—DGSSEEFFKIKKT PIFRR| EINFA
I

Ubiguitin MQIFWKTLTEKTHTLEVEPSDTIENVKAKIQ

IS

sSuUMO-1 QEEIE VPN S LSy LiyEEe/RFISADNH iR K EI AG U AE | ] VETE Y [o]E (ehidelelH S TV

SUMO-2 IR O GIASIMIO IR FIEF DG OT Moo T Pr-Ye]LIAMEDEDT I) VIO O TG Ga's

SUMO-3 Endolell S)UR[]T 8 3R)gelelo] PraNE T Dz A QAR Usopel ope b e DY F[e]lQehifelc VPESSLAGHSF
SMT3 RiolelKE DS LudjLYslel T R| QADQTPEDLDMEDNDEIEAHREQIGG'TY
Ubiqguitin DKE[IPPDFQONILI[GA[/KOLEDGRLSDYNIQKESHLHELVLRLR[c]c]

Abb. 1: Sequenzvergleich zwischen Mitgliedern der SUMO-Familie und
Ubiquitin. Identische Aminosauren sind blau, ahnliche gelb markiert. Die
Prozessierung der Vorlaufer erfolgt C-terminal des Doppelglyzin-Motivs
(Schere).

SUMO-1 besteht aus 101 Aminosauren und zeigt 18% Sequenzidentitat zu Ubiquitin.
Daruber hinaus besitzen beide Molekule eine sehr ahnliche dreidimensionale Struktur,
wobei SUMO eine N-terminale Extension von ca. 30 Aminosauren besitzt, deren
Funktion unklar ist, die sich jedoch innerhalb der drei SUMO-Formen unterscheidet
(Bayer et al., 1998). Eine Deletion dieser Extension fuhrt in Hefe nur zu einer minimalen
Beeintrachtigung der Funktion von SUMO (Bylebyl et al., 2003). In SUMO-2 und -3
finden sich innerhalb der N-terminalen Extensionen SUMO-Konjugationsstellen, sog.
PYKXE-Motive (s. u.), die eine Bildung von Poly-SUMO-Ketten ermdglichen (Tatham et
al., 2001). Die SUMO-Kettenbildung an Lysin K11 von SUMO-2 scheint in die
Prozessierung amyloider Proteine involviert zu sein (Li et al., 2003).
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Abb. 2: Struktur von Ubiquitin und SUMO.
Beide Molekiule haben eine globulare
Struktur, bei der sich R-Faltblatter um eine a-
Helix legen. SUMO besitzt eine kurze
Extension von ca. 30 Aminosauren am N-
Terminus, die in Ubiquitin nicht vorhanden ist
und die sich innerhalb der verschiedenen
SUMO-Formen unterscheidet.

Ubiquitin SUMO

Das SUMO-Konjugationssystem

Wie bei der Ubiquitinierung fuhrt die Modifikation von Substraten mit SUMO zur
Entstehung einer Isopeptidbindung zwischen dem C-Terminus von SUMO und einer e-
Aminogruppe eines Lysins des jeweiligen Zielproteins. Sumoylierung erfolgt in mehreren
Schritten, die denen des Ubiquitin-Systems mechanistisch analog sind; beide Systeme
bendtigen jedoch unterschiedliche Enzyme. SUMO wird als Vorlauferprotein
synthetisiert, das C-terminal von einer Klasse von Cystein-Proteasen, den SUMO-
Proteasen (SENP’s, SUSP’s) prozessiert werden muss, um konjugiert werden zu
konnen. Auch hier resultiert aus der Spaltung die aktive Form mit einem exponierten C-
terminalen Doppelglyzin-Motiv. Diese beiden Aminosauren sind essentiell fur die Bildung
der Isopeptidbindung zwischen dem C-Terminus von SUMO und der e-Aminogruppe des
Lysinrests im Zielprotein. Anders als beim Ubiquitin-System befindet sich das als
Anheftungsstelle fur SUMO dienende Lysin in den meisten Fallen innerhalb einer
sogenannten Konsensus-Sequenz, die durch ein YKxE-Motiv (mit y als groler,
hydrophober Aminosaure, wie Isoleucin, Leucin oder Valin) charakterisiert wird. Diese
Konsensussequenz fungiert in mehr als 90% der bislang bekannten SUMO-Substrate
als Sumoylierungsstelle.

Fir die Konjugation wird das ATP-abhangige dimere SUMO-aktivierende Enzym E1
(AOS1/UBA2) und das E2-Konjugations-Enzym Ubc9 bendtigt (Desterro et al., 1997;
Gong et al.,, 1999; Johnson and Blobel, 1997; Schwarz et al., 1998). Die beiden
Untereinheiten AOS1 bzw. UBA2 des E1-Enzyms zeigen Sequenzhomologie zum N-
bzw. C-Terminus des E1-Enzyms der Ubiquitinierung, UBA1. In der Untereinheit UBA2
befindet sich das aktive Cystein, das fur die Bildung eines SUMO-E1-Thioesters
essentiell ist; es werden jedoch beide Untereinheiten fur die Aktivierung von SUMO
bendtigt. Ubc9 weist Sequenzhomologie zu den Ubiquitin-Ubc’s auf (Johnson and
Blobel, 1997; Schwarz et al., 1998). Die SUMO-bindende Oberflache von Ubc9 ist
positiv geladen und bezluglich seines elektrostatischen Potenzials und seiner
Hydrophobizitat komplementar zur negativ geladenen Oberflache des SUMO-Moleklils.
Diese Eigenschaften sollten die Spezifitat fur SUMO gewahrleisten.

Ob bei der Konjugation von SUMO wie im Ubiquitin-System E3-Ligasen beteiligt sind,
war lange Zeit umstritten. Ein Hauptargument gegen die Beteiligung von E3-Faktoren
waren in vitro-Experimente, in denen rekombinantes E1 und Ubc9 fur eine Sumoylierung
von Substraten ausreichend sind. Ubereinstimmend hiermit konnte gezeigt werden,
dass Ubc9 in den meisten Fallen direkt an SUMO-Zielproteine bindet und somit die
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Aufgabe von Ubiquitin-E3’s, namlich die Selektion der Substrate, Ubernehmen konnte.
Als  Bindungsmotiv  fur Ubc9 fungiert meist die WYKxE Sumoylierungs-
Konsensussequenz. Diese Beobachtung unterstutzte die Annahme, dass E3-Enzyme
an der Sumoylierung nicht beteiligt sind.

Diese Sichtweise musste jedoch revidiert werden, nachdem in der Hefe S. cerevisiae
Siz1 und -2 als E3-ahnliche Faktoren identifiziert wurden, die die Sumoylierung der
Septine induzieren (Johnson and Gupta, 2001). Beide Proteine besitzen eine Domane,
die der RING-Doméane der Ubiquitin-Ligasen des RING-Typs ahnelt. U. a. in der
vorliegenden Arbeit wurden PIAS-Proteine, die Homologen von Siz-Proteinen in
Saugern, als E3-ahnliche SUMO-Ligasen des Saugersystems identifiziert (Kahyo et al.,
2001) (Schmidt and Muller, 2002) (Kotaja et al., 2002b; Sachdev et al., 2001).
Aulerdem wurden das Nukleoporin RanBP2 und das Polycomb-Protein hPc2, die beide
weder Ahnlichkeit mit PIAS noch mit Ubiquitin-Ligasen aufweisen, als E3-ahnliche
Faktoren gefunden (Kagey et al., 2003; Pichler et al., 2002).

Bisher identifizierte Substrate fur RanBP2 sind in vitro Sp100, eine Komponente der
PML-Foci, die Ubiquitin-Ligase Mdm2 und die Histondeazetylase HDAC4 (Kirsh et al.,
2002; Miyauchi et al., 2002). Fur die Ligaseaktivitat wird eine sogenannte ,internal
repeat‘-Domane bendtigt, in der sich eine Sequenz von ca. 50 Aminosauren wiederholt.
RanBP2 selbst ist ebenfalls ein SUMO-Substrat.

Pc2 ist ein Protein der Polycomb-Gruppe, das sich in multimeren Komplexen mit
Histonmethylierungsaktivitat befindet und an der transkriptionellen Repression beteiligt
ist. Bisher wurden CtBP1 und CtBP2 als Substrate fur hPc2 beschrieben (Kagey et al.,
2003). Diese beiden transkriptionellen Korepressoren assoziieren Uber hPc2 mit PcG-
Komplexen.

J
o Abb. 3: Das SUMO-System. SUMO wird
als inaktiver Vorlaufer synthetisiert, der

|
sumo) durch  Cysteinproteasen  prozessiert
Aostusa2 werden muss. Fir die Konjugation
B werden das SUMO-aktivierende Enzym
@ i~ E1 sowie das konjugierende Enzym E2

s
Esniche Substrat Aosusa® (Ubc9), welches einen Thioester mit
SUMO bildet, benétigt. Analog dem
e sams Ubiquitin-System existieren E3-ahnliche
“Substrat sumo Faktoren. In den meisten Fallen befindet
- Uneo sich das Akzeptorlysin innerhalb einer
e Konsensussequenz, dem pKxE-Motiv.
Konjugierendes . . .
Enzym Die Desumoylierung wird von Iso-
e ® peptidasen katalysiert.

Dekonjugation

Sumoylierung ist ein reversibler Prozess. Die Desumoylierung erfolgt durch Cystein-
Proteasen der Ulp-Familie, die auch die Prozessierung der Vorlauferproteine ausfihren.
Alle bekannten SUMO-spaltenden Enzyme der Ulp-Familie enthalten eine C-terminale
Domane von ca. 200 AS, die fur die Spaltungsaktivitat verantwortlich ist (Mossessova
and Lima, 2000). Die verschiedenen Ulp’s haben variierende N-Termini, die
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moglicherweise regulatorische Funktionen erfullen und die Enzyme in verschiedene
Zellkompartimente dirigieren (Hang and Dasso, 2002; Panse et al., 2003; Zhang et al.,
2002a). In S. cerevisiae wurden zwei desumoylierende Enzyme mit verschiedenen
Funktionen beschrieben: Ulp1 lokalisiert am Kernporenkomplex und scheint sowohl die
Prozessierung des SUMO-Vorlaufermolekuls als auch die Desumoylierung von SUMO-
Konjugaten zu katalysieren. Ulp2 /Smt4 lokalisiert im Nukleus und scheint andere
Konjugate zu spalten als Ulp1 (Panse et al.,, 2003; Takahashi et al., 2000) (Li and
Hochstrasser, 1999; Li and Hochstrasser, 2000; Schwienhorst et al., 2000). ulp1-
Deletionsmutanten der Hefe sind nicht lebensfahig, ulp2-Deletionsmutanten sind
stresssensitiv und zeigen Defekte in der Aufrechterhaltung des Genoms. Ulp1 und Ulp2
konnen sich nicht gegenseitig komplementieren.

In Saugern wurden basierend auf Sequenzhomologien acht Proteine der Ulp-Familie
zugeordnet. Diese Familie wird auch als SENP-Familie bezeichnet. Eine SUMO-
Prozessierungs- bzw. SUMO-Isopeptidase-Aktivitat wurde jedoch experimentell nur fur
vier Mitglieder, SENP1, SENP2, SENP3 und SENP6 gezeigt. Ein Mitglied der Familie
zeigt Aktivitat gegen Nedd8 und nicht SUMO (Gan-Erdene et al., 2003; Mendoza et al.,
2003; Yeh et al, 2000). Die bislang charakterisierten SENP’s lokalisieren an
verschiedenen Orten in der Zelle, wodurch vermutlich teilweise ihre Substratselektivitat
bestimmt wird. SENP3 lokalisiert im Nukleolus (Nishida et al., 2000), SENP6 vorwiegend
im Zytoplasma (Nishida et al., 2000), SENP1 in subnuklearen Foci und SENP2 an der
Kernhulle (Bailey and O'Hare, 2002). SENP2 besitzt drei verschiedene Isoformen, die
aus alternativen Spleilvarianten entstehen (Best et al., 2002; Kadoya et al., 2002;
Nishida et al., 2001).

Substrate von SUMO und Funktionen der Sumoylierung

Obwohl eine wachsende Anzahl an SUMO-Substraten beschrieben wird, ist die
funktionelle Konsequenz der Modifikation in den meisten Fallen relativ unklar.

Anders als Ubiquitinierung fuhrt die Modifikation mit SUMO jedoch nicht zum Abbau des
Zielproteins. Im Gegenteil wurde Sumoylierung in manchen Fallen sogar fur die Stabilitat
von Proteinen, zum Beispiel des NF«kB-Inhibitors IkBa gezeigt (Desterro et al., 1998).
Hier findet die Sumoylierung am selben Lysin wie die Ubiquitinierung statt, so dass sie
die Ubiquitinierung und den folgenden Abbau verhindert. Ein ahnliches Szenario wurde
fur PCNA (proliferating cell nuclear antigen) beschrieben, welches ebenfalls am selben
Lysin sowohl sumoyliert als auch ubiquitiniert wird (Hoege et al., 2002). Die
Ubiquitinierung fuhrt in diesem Fall jedoch nicht zum Proteinabbau, sondern ist in die
Reparatur von DNA involviert. Diese Falle scheinen jedoch eher Besonderheiten zu sein
und spiegeln wohl keinen allgemeingultigen Mechanismus wieder.

Eine mehr generelle Funktion der Sumoylierung scheint die Assemblierung oder
Stabilisierung von Protein-Protein-Komplexen zu sein, die in manchen Fallen mit einer
Anderung der subnukledren Kompartimentierung und Lokalisation einhergeht. Die
derzeit bekannten Zielproteine von SUMO agieren in den unterschiedlichsten zellularen
Signalwegen. Es wurden bislang ca. 100 SUMO-Zielproteine in Saugern identifiziert,
deren Funktionen derzeit mindestens drei mogliche Schwerpunkte der Konsequenzen
einer Modifikation mit SUMO erkennen lassen:

Eine Beteiligung von SUMO am Kernporenkomplex bei der Regulation von nukleo-
cytoplasmatischen Transportprozessen wird unterstutzt von der Beobachtung, dass der
nukleare Importfaktor RanGap1, das erste gefundene SUMO-Substrat, sowie die E3-
Ligase RanBP2 an der Kernpore lokalisiert sind. RanGAP1 bindet als Folge seiner
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Sumoylierung an RanBP2 und wird so aus dem Cytosol an den nuklearen
Porenkomplex rekrutiert (Mahajan et al., 1997; Matunis et al., 1998). In einigen Fallen,
wie fur NEMO und Mek-1, scheint Sumoylierung in der Tat die Verteilung zwischen Kern
und Zytoplasma zu kontrollieren. Die SUMO-Modifikation von NEMO, der
regulatorischen Untereinheit des cytoplasmatischen IkB-Kinase-Komplexes (IKK) nach
genotoxischem Stress fuhrt zur nuklearen Lokalisation von nicht an IKK gebundenem
NEMO (Huang et al., 2003).

Eine weitere Subgruppe von SUMO-Substraten ist in die DNA-Replikation, -
Rekombination und -Reparatur involviert, wie z. B. PCNA, Rad52, die Thymin-DNA-
Glykosylase (TDG), die Topoisomerasen | und Il und das Bloom- sowie das Werners-
Syndrom-Protein (Wrn), zwei RecQ-Helikasen. Die Sumoylierung von Topoisomerase |
dirigiert das Protein aus dem Nukleolus ins Nukleoplasma (Mo et al., 2002). Die
Sumoylierung von Wrn wird durch den Tumorsuppressor p14Arf stimuliert und scheint
ebenfalls die Verteilung von Wrn zwischen Nukleolus und Nukleoplasma zu reglulieren
(Woods et al., 2004).

Eine Rolle von SUMO bei transkriptionellen Prozessen lasst sich aus der Beobachtung
ableiten, dass eine groRe Untergruppe von SUMO-Substraten Transkriptionsfaktoren
und transkriptionelle Koregulatoren reprasentieren. Die Gruppe der
Transkriptionsfaktoren enthalt die Protoonkogene c-Myb (Bies et al., 2002), c-Jun
(Muller et al., 2000) und TEL (Chakrabarti et al., 2000) sowie die Tumorsuppressoren
p53 und sein Homolog p73 (Gostissa et al., 1999; Minty et al., 2000; Muller et al., 2000;
Rodriguez et al., 1999), die Hitzeschock-Transkriptionsfaktoren HSF1 und HSF2
(Goodson et al., 2001; Hong et al., 2001), Mitglieder der Superfamilie der
Steroidhormon-Rezeptoren, wie der Androgen- oder der Glukokortikoid-Rezeptor
(Poukka et al., 2000), ferner den Wnt-responsiven Transkriptionsfaktor LEF-1 (Sachdev
et al., 2001), Sp3, Elk-1, SMAD’s sowie Mitglieder der STAT-Familie. Als
transkriptionelle Koregulatoren sind PML, CtBP, Sp100, Daxx und HDAC's anzufuhren.
Obwohl die Modifikation mit SUMO bei einer Vielzahl dieser transkriptionellen
Regulatoren repressive Effekte verursacht, wurde in einigen Fallen auch die Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren beschrieben.

PML-Foci

SUMO-modifizierte Transkriptionsfaktoren sind oft in distinkten, subnuklearen,
punktiformen Strukturen, den PML-Foci (PML nuclear bodies, auch ND10 oder POD’s)
zu finden. PML-Foci scheinen in zahlreiche zellulare Vorgange wie
Transkriptionskontrolle, Regulation von programmiertem Zelltod oder Immunabwehr
involviert zu sein (Seeler and Dejean, 2001). Sie sind mit der nuklearen Matrix assoziiert
und enthalten als Kernkomponenten den Tumorsuppressor PML, Sp100 sowie eine
Reihe transient assoziierter Proteine, unter denen sich verschiedene
Transkriptionsfaktoren wie p53 sowie transkriptionelle Koregulatoren wie der
Korepressor Daxx oder der Koaktivator p300/CBP befinden. Viele dieser Proteine
unterliegen einer Modifikation mit SUMO, was ihre Assoziation mit PML-Foci zu
modulieren scheint. PML, die namensgebende strukturelle Untereinheit der PML-Foci,
ist ein proapoptotisches RING-Finger Protein (Fogal et al., 2000; Guo et al., 2000), das
an drei unterschiedlichen Lysinen sumoyliert wird (Muller et al., 1998). Die Sumoylierung
von PML bewirkt die Assemblierung bzw. Stabilisierung von PML-Foci (Duprez et al.,
1999; Muller et al., 1998). Virale ,immediate early” Proteine des Herpes-Simplex- und
Cytomegalie-Virus (ICPO bzw. IE1) induzieren die Desaggregierung von PML-Foci und
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gleichzeitig den Verlust der Sumoylierung (Muller and Dejean, 1999). Die SUMO-
Modifikation scheint hier also ein entscheidender Faktor fur die Assemblierung und/oder
den Erhalt der strukturellen Integritat von PML-Foci zu sein (Zhong et al., 2000). SP100
ist ebenfalls ein Substrat fir SUMO (Sternsdorf et al., 1997). Das Protein hat eine
Funktion in der Modulation von Chromatin und bindet Proteine der HP1- und HMG1/2-
Familien. Interessanterweise hat sumoyliertes SP100 in vitro hohere Affinitat fur HP1
(Seeler et al., 2001). Auch fur HIPK2 konnte ein Zusammenhang zwischen
Sumoylierung und subnuklearer Lokalisierung gezeigt werden (Kim et al., 1999). HIPK2
ist eine Serin/Threonin-Kinase fur p53, die mit Homeodomanen-Transkriptionsfaktoren
interagiert und als transkriptioneller Repressor wirkt. Sumoyliertes HIPK2 findet sich,
ahnlich wie PML, in unldslichen subnuklearen Strukturen.

Moglich ware, dass die Modifikation mit SUMO Proteine in die PML-Foci dirigiert, oder
dass diese Orte der Sumoylierung sind. Die Prasenz der zahlreichen
Transkriptionsfaktoren und transkriptionellen Regulatoren kdnnte auch auf eine Funktion
als ,Lagerungs®- oder Assemblierungsstation fur in die Transkription involvierte Proteine
hinweisen.

PIAS Proteine

Die Familie der PIAS-Proteine ist evolutionar von der Hefe bis zum Menschen
konserviert.

Die Hefe S. cerevisiae besitzt zwei Formen (Siz-1 und Siz-2), wahrend man beim
Menschen funf Familienmitglieder, PIAS1, PIAS3, PIASy und die Spleiyvarianten o und
B von PIASx kennt (Chung et al., 1997; Liu et al., 1998; Moilanen et al., 1999; Shuai,
2000; Wible et al., 2002; Wu et al., 1997). PIAS1 ist mit 651 AS das grofdite, PIASy mit
500 AS das kleinste Protein der Familie. Mit Ausnahme der variablen C-Termini zeigen
PIAS-Proteine untereinander eine hohe Homologie (50-60% Identitat auf
Aminosaureebene).

Interessanterweise konzentrieren sich PIAS-Proteine in subnukledren Strukturen, die
Annlichkeit mit PML-Foci besitzen (Kotaja et al., 2002b; Rodel et al., 2000; Sachdev et
al., 2001). Manche dieser Foci Uberschneiden sich mit PML-Foci ((Sachdev et al., 2001),
eigene Beobachtungen). Allerdings ubertrifft die Zahl der PIAS enthaltenden Foci bei
weitem die der PML-Foci, welche nur eine Anzahl von 10-30 pro Zellkern aufweisen.

Domaénen-Struktur von PIAS

Alle PIAS Proteine besitzen drei charakteristische Domanen (Fig. 1): Am N-Terminus
findet sich die sogenannte SAP-Domane (SAF-A/B, Acinus und PIAS), die als
Chromatin-bindendes Motiv beschrieben wurde und in Proteinen, die in Chromatin-
Remodelling und transkriptionelle Regulation involviert sind, gefunden wird (Aravind and
Koonin, 2000; Kipp et al., 2000; Sachdev et al., 2001; Tan et al., 2002). Die SAP-
Domane von PIAS bindet in vitro praferentiell an AT-reiche DNA-Sequenzen, die ein
Charakteristikum sogenannter ,Nuclear Scaffold“- oder Matrix-Bindungs-Regionen sind.
Somit scheint auch die SAP-Domane in PIAS als Kernmatrix-Bindungsmotiv zu
fungieren. Konsistent mit dieser Beobachtung lokalisieren PIAS-Proteine in der
Kernmatrix und sind in distinkten nuklearen Foci konzentriert. Des weiteren besitzen
PIAS-Proteine eine Cystein- und Histidinreiche SP-RING-Domane (auch Miz-Zinkfinger-
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Domane), die Verwandtschaft zu der Zink-bindenden RING-Domane von Ubiquitin-
Ligasen des RING-Typs aufweist (Hochstrasser, 2001; Wu et al., 1997). Der SP-RING-
Domane fehlen zwei der Zink-koordinierenden Cysteinreste. Bisher ist nicht klar, ob die
SP-RING-Domaéane trotzdem eine ahnliche Sekundarstruktur einnehmen kann wie die
RING-Domane von Ubiquitin-Ligasen. Am C-Terminus findet sich ein putatives SUMO-
Bindungsmotiv. Dieses Motiv wurde ursprunglich als hhXSXS/Taaa-Sequenz definiert (h
steht fur eine hydrophobe, a eine saure und X eine beliebige Aminosaure), die im Two-
Hybrid-System der Hefe an SUMO bindet (Minty et al., 2000). NMR-spektroskopische
Daten zeigten jedoch, dass die Bindung nicht durch die sauren Aminosduren SXS,
sondern durch die N-terminal angrenzende hydrophobe Sequenz V/I-X-V/I-V/I vermittelt
wird (Song et al., 2004).

Abb. 4: Doménenstruktur von PIAS. Die N-

SPRING. terminale SAP-Doméane wird mit SAF-1

SAP-Domine Domane 3UMO- -~ verglichen. Die griinen Balken symbolisieren die
vermutete  Sekundarstruktur, zwei  amphi-

-
phatische Helices. Das C-terminale SP-RING-
Finger-Motiv wird mit der RING-Domane der
Ubiquitin-Ligase c-cbl verglichen. Die konser-

vierten Zink-kooridinierenden Aminosauren sind
blau markiert, zwei der acht Cystein/Histidin-
Reste sind nicht konserviert (rot). C-terminal der
SP-RING-Doméne findet sich ein putatives
SUMO-Bindungsmotiv (hellgriin).
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PIAS-interagierende Proteine als transkriptionelle Koregulatoren

Ursprunglich wurden PIAS-Proteine als Repressoren im STAT-Signaltransduktionsweg
beschrieben. Transkriptionsfaktoren aus der STAT-Familie (STAT1, 2, 3, 4, 5a und b, 6)
spielen wichtige Rollen in diversen zellularen Prozessen, wie z. B. der Immunantwort,
der Differenzierung, und der Proliferation. Im inaktiven Zustand befinden sich STAT's
als latente Transkriptionsfaktoren im Cytoplasma. Nach Bindung eines Cytokins an
seinen Rezeptor an der Zelloberflache werden STAT's durch eine
Phosphorylierungskaskade, die in der Autophosphorylierung des Rezeptors oder einer
mit ihm assoziierten Janus-Kinase ihren Ausgang nimmt, aktiviert. Die Janus-Kinase
phosphoryliert dann den Rezeptor, der daraufthin STAT's Uber SH2-Domanen rekrutiert,
die dann ebenfalls von der Janus-Kinase phosphoryliert werden, was zu ihrer
Dimerisierung und Translokation in den Zellkern fuhrt, wo sie dann an die DNA in der
Promotorregion ihrer Zielgene (GAS oder ISGFR-Sequenzen) binden. Fur PIAS1 und
PIAS3 konnte gezeigt werden, dass sie spezifisch an phosphoryliertes STAT1 bzw.
STAT3 binden und deren DNA-Bindung verhindern (Chung et al., 1997; Liu et al., 1998).
Somit fungieren sie als wichtige negative Regulatoren im JAK-STAT-
Signaltransduktionsweg. PIASy scheint ebenfalls als negativer Regulator, allerdings
uber einen anderen Mechanismus, zu fungieren.

Mitglieder der PIAS-Protein-Familie wurden spater als Interaktionspartner zahlreicher
anderer Proteine, vorwiegend von Transkriptionsfaktoren, und in vielen Fallen als deren
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transkriptionelle Koregulatoren identifiziert (Tab. 1). Als funktionelle Konsequenz wurden
abhangig vom Transkriptionsfaktor, PIAS-Subtyp oder Zielgen sowohl koaktivierende als

koreprimierende Effekte beschrieben.

Funktion PIAS-Formen Sumo- Funktion von PIAS
ylierung
STAT1 Transkriptionsfaktor PIAS1, PIASYy, ja Inhibierung der Transaktivierung
PIAS3
STAT3 Transkriptionsfaktor PIAS3 unklar Inhibierung der Transaktivierung
STAT4 Transkriptionsfaktor PIASx unklar Inhibierung der Transaktivierung
STATS Transkriptionsfaktor PIAS3 unklar Inhibierung der Transaktivierung
IRF-1 Transkriptionsfaktor PIAS3 ja Inhibierung der Transaktivierung
LEF-1 Transkriptionsfaktor PIASy ja Inhibierung der Transaktivierung
MITF Transkriptionsfaktor PIAS3 bindet Ubc9 Inhibierung der Transaktivierung
p53 Transkriptionsfaktor PIAS1, PIASy ja Aktivierung/Inhibierung der
PIASX Transaktivierung
p73 Transkriptionsfaktor PIASxp, PIAS1 ja Inhibierung der
Transaktivierung
mdm2 E3 Ubiquitin-Ligase PIAS1, PIASxp ja unklar
fur p53
AR, GR, Transkriptionsfaktor Alle ja Aktivierung/Inhibierung der
PR, MR Transaktivierung
GRIP1/ transkriptioneller PIAS1, PIAS3, ja Stimulation der Koaktivierung
TIF2 Koaktivator PIASX
Sp3 Transkriptionsfaktor PIAS1 ja Inhibierung der Transaktivierung
C/EBPa Transkriptionsfaktor PIASy ja Inhibierung der Transaktivierung
c-Myb Transkriptionsfaktor PIASy ja Inhibierung der Transaktivierung
c-Jun Transkriptionsfaktor PIAS1,PIASx ja unklar
Gfi-1 Transkriptionsfaktor PIAS3 unklar Aktivierung STAT3-
Transaktivierung
TFII-I Transkriptionsfaktor PIASxpB unklar Aktivierung der Transkription
CRP2 transkriptioneller PIAS1 unklar unklar
Kofaktor
Gu RNA Helikase PIAS1 unklar unklar
Msx-2 Transkriptionsfaktor PIASxpB unklar unklar
HMG1-C | transkriptioneller PIAS3 unklar Inhibierung der GR-
Kofaktor Transaktivierung
mouse unklar PIASxpB unklar unklar
disabled-
2
DJ-1 transkriptionelle PIASxpB ja Aktivierung der
Regulation Transaktivierung
PLAG-1 Transkriptionsfaktor PIAS1, PIASX, ja Inhibierung der Transaktivierung
PIASy
Smad3 transkriptioneller PIAS3 ja Aktivierung der Transkription
Kofaktor
Smad4 transkriptioneller PIASy ja Inhibierung der Transaktivierung
Kofaktor
IE2 Transkriptionsfaktor PIAS1 ja Aktivierung der Transkription
PPARy Transkriptionsfaktor PIASxpB ja Inhibierung der Transaktivierung
p300/CB | transkriptioneller PIAS3 ja Aktivierung/Inhibierung der
P Koaktivator Transkription
FAK Tyrosinkinase PIAS1 ja Aktivierung der
Autophosphorylierung
Axin Regulation von Wnt PIAS1, PIASYy, ja Inhibierung der JNK
und JNK PIASxpB

Tab. 1: Zelluldre Interaktionspartner von PIAS-Proteinen
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Ein Ausgangspunkt unserer Arbeiten zu PIAS-Proteinen waren Studien, die die
Interaktion von PIAS-Proteinen mit p53 beschreiben (Gallagher et al., 1999; Minty et al.,
2000; Nelson et al., 2001). Ahnlich wie fur andere Transkriptionsfaktoren wurden sowohl
aktivierende als auch reprimierende Effekte von PIAS auf die Aktivitat von p53
beschrieben. So inhibiert PIASy die p53-vermittelte Expression der p53-Zielgene p21
und Bax (Nelson et al., 2001). In EMSA (Electrophoretic mobility shift assay)
Experimenten inhibiert PIASy die DNA-Bindung von p53 an ein p53-Konsensus-DNA-
Bindungselement. Als Bindungsmotiv in p53 fur PIAS wurde der C-terminale Bereich
identifiziert, der die Tetramerisierungsdomane und die negativ regulatorische Domane
umfasst (Megidish et al., 2002). Interessanterweise sind zahlreiche PIAS-bindende
Proteine, wie Steroidhormon-Rezeptoren, IE2 und p53 auch bekannte Substrate flr
SUMO. Auch MITF ist ein potenzielles Zielprotein fur SUMO, da es als Bindungspartner
von Ubc9 beschrieben wurde (Xu et al., 2000).

Der Tumorsuppressor p53

Der Transkriptionsfaktor p53 war einer der ersten identifizierten Tumorsuppressoren.
Die Tatsache, dass p53 in ca. der Halfte aller menschlichen Tumore nicht mehr
funktionell ist, verdeutlicht seine essentielle Rolle in der Tumorsuppression und in der
zellularen Antwort auf DNA-Schadigung (Meek, 2004). Ob seiner Bedeutung in der
Tumorsuppression und der Aufrechterhaltung eines intakten Genoms wird p53 auch als
,Wachter des Genoms" bezeichnet (Levine, 1997; Prives and Hall, 1999; Vogelstein et
al., 2000).

Struktur von p53

Das Protein kann strukturell und funktionell in vier Domanen unterteilt werden: Eine N-
terminale Transaktivierungsdomane, eine zentrale, sequenzspezifische DNA-
Bindungsdomane, eine Tetramerisierungsdomane und eine negativ-regulatorische
Region am C-Terminus. Die N-terminale Domane interagiert mit basalen
Transkriptionsfaktoren wie hTAFII-31 und hTAII70 und den transkriptionellen
Koaktivatoren p300/CBP und PCAF.

Mdm2-Bindung @9
AS1 L . « . 394
Transaktivierungs- DNA-Bindungsdomaéne Tetra- negativ-
doméne merisierungs- regu_latorische
domine Region

Abb. 5: Schematische Struktur von p53. Das Protein gliedert sich in eine N-terminale
Transaktivierungsdomane (rot), gefolgt von einer DNA-Bindungsdomane (blau), der
Tetramerisierungsdomane (gelb) und einer C-terminalen negativ-regulatorischen Sequenz (grin).
p53 wird am N-Terminus phosphoryliert (P), am C-Terminus finden sich neben der SUMO-
Akzeptorstelle (SUMO) und Azetylierungsstellen (A) mehrere Ubiquitinierungsstellen (Ub).
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Aktivierung von p53

p53 ist unter Normalbedingungen in der Zelle inaktiv, da es nur in sehr geringen
Mengen vorliegt. Ursache hierflr ist der Abbau von p53 uber das Ubiquitin-Proteasom-
System. Der Hauptabbauweg erfolgt Uber die Interaktion von p53 mit der Ubiquitin-
Ligase Mdm2, die im N-terminalen Bereich von p53 bindet und Ubiquitinierung an C-
terminalen Lysinresten stimuliert. In Stresssituationen und nach DNA-Schadigung
werden die Halbwertszeit und die Aktivitat von p53 jedoch stark erhoht. Es existieren
mindestens drei unabhangige Wege, um p53 zu aktivieren:

Erstens die Schadigung von DNA, z. B. durch ionisierende Strahlung. Hier werden zwei
Kinasen aktiv, die ATM (Ataxia telangiectasia mutated) und Chk2 (Carr, 2000). ATM
wird als Folge von Doppelstrangbrichen aktiviert und aktiviert inrerseits wiederum Chk2.
Der DNA-Schaden wird durch sogenannte ,,Checkpoints® registriert, die die Progression
durch den Zellzyklus aufhalten, bis der Schaden behoben ist. Diese Checkpointproteine
sind z. B. DNA-abhangige Proteinkinasen, ATM sowie Chk1 und 2 (Carr, 2000). Alle
phosphorylieren p53 am N-Terminus an den Serinen S15, S20 und S37, was seine
Interaktion mit Mdm2 verhindert (s. u.).

Zweitens wird p53 durch p14ARF aktiviert, welches auf aberrante Wachstumssignale,
die aus einer Ubermafigen Expression von Onkogenen wie ras oder myc resultieren,
reagiert (Lowe, 1999; Sherr and Weber, 2000). Diese Onkogene stimulieren die
Transkription von p14ARF, welches an Mdm2 bindet und seine Aktivitat so direkt oder
durch die Rekrutierung von Mdm2 in den Nukleolus, wo es nicht mehr mit p53
interagieren kann, inhibiert.

Drittens fuhren Chemotherapeutika, UV-Licht sowie Protein-Kinase-Inhibitoren zu einer
Aktivierung von p53. Dieser Weg ist unabhangig von intakten ATM-, Chk2- und p14-
Genen und benodtigt stattdessen ATR (Ataxia telangiectasia related) und Casein-Kinase
Il (Meek, 1999).

Alle drei Mechanismen inhibieren die Degradation von p53. Aufgrund dieser
Stabilisierung fuhrt p53 seine Funktion, die Bindung an DNA und damit die Aktivierung
angrenzender Gene, aus. Diese Zielgene sind in den Zellzyklus und in Apoptose
involviert (s. u.).

Zielgene von p53

p53 kontrolliert zahlreiche Gene, die sich in vier Kategorien aufteilen lassen:

Einer der frUhesten Effekte nach DNA-Schaden ist eine Inhibition des Zellzyklus. p53
stimuliert die Expression von p21VAFCP!1 durch spezifische Bindung an dessen
Promotor. p21"WA7“P! inhibiert Cyclin-abhéngige Kinasen (CDK's); somit inhibiert p53
das Fortschreiten von der G1- zur S-Phase. Weiterhin aktiviert p53 Reprimo, welches
Zellen in der G2-Phase (Ohki et al., 2000) arretiert. In Epithelzellen stimuliert p53 die
Expression von 14-3-30, welches CyclinB1-CDK1-Komplexe aus dem Nukleus dirigiert
und den G2-Arrest aufhalt (Chan et al., 1999).

Eine Vielzahl von Zielgenen ist in den programmierten Zelltod involviert (Gottlieb and
Oren, 1998). p53 kann die Expression von Bax, einem Apoptose-induzierenden Protein
aus der Bcl-2 Familie, durch Bindung an dessen regulatorische Region direkt
stimulieren. Weiterhin aktiviert p53 die Expression von NOXA und P53AIP1, zwei in den
Mitochondrien lokalisierten Proteinen, die ebenfalls bei Uberexpression Apoptose
induzieren (Oda et al., 2000a; Oda et al., 2000b). NOXA gehort ebenso wie PUMA zur
Bcl-2 Familie. Beiden Proteinen ist eine BH3-Domane gemeinsam. Proteinen dieser
,BH3-only“-Familie wird eine Rolle bei der Initiation der Apoptose zugeschrieben
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(Bouillet and Strasser, 2002). PUMA Knock-out-Mause zeigen dieselben Defizienzen bei
der Apoptose wie p53 Knock-out-Mause (Jeffers et al., 2003; Villunger et al., 2003).

p53 wird darUber hinaus eine direkte Rolle in der Aufrechterhaltung der genetischen
Stabilitat zugeschrieben (Tlsty, 1997; Wahl et al., 1997). Die Mechanismen in diesem
Signalweg sind relativ schlecht untersucht, doch scheinen Gene, die im Reparaturweg
des Basenaustauschs, der chromosomalen Rekombination und der chromosomalen
Segregation involviert sind, eine Rolle zu spielen. Zudem induziert p53 nach DNA-
Schaden eine spezifische Ribonukleotid-Reduktase (Tanaka et al., 2000).

Schliefdlich stimuliert p53 die Expression von Genen, die die Blutgefalibildung inhibieren
(Hendrix, 2000). Die Versorgung mit Nahrstoffen durch ein eigenes Gefallsystem ist fur
das Erreichen einer gewissen GroRRe eines Tumors unabdinglich. Das Wildtyp-Protein
p53 stimuliert Gene, die diesem Prozess entgegenwirken.

Regulation von p53 durch posttranslationale Modifikationen

Wie oben beschrieben, wird die Menge an p53 in der Zelle vorwiegend durch seine
Degradationsrate reguliert, welche wiederum von der Ubiquitin-abhangigen Proteolyse
bestimmt wird. Mdm2 ist die wichtigste Ubiquitin-Ligase fur p53 und damit
hauptverantwortlich fur seinen Abbau (Momand et al., 2000). Mdm2 wird durch einen
negativen Ruckkopplungsmechanismus kontrolliert: p53 bindet an p53-responsive
regulatorische Regionen im Promotor des mdm2-Gens und fuhrt damit zur Induktion der
Genexpression und verstarkten Mdm2-Synthese, was wiederum den Abbau von p53
stimuliert. Die nun mehr geringe Menge an p53 wiederum inhibiert die Transkription von
Mdm2, was in der Stabilisierung von p53 resultiert. Neuere Daten zeigen, dass Mdm2
p53 monoubiquitiniert und fur die Polyubiquitinierung zusatzlich der transkriptionelle

Koaktivator p300 bendtig wird (Grossman et al., 2003). Phosphorylierung im N-
Terminus (Serin S15 und S20) durch die DNA-abhangige Proteinkinase, ATM, Chk1 und
Chk2 hingegen verringert die Interaktion mit Mdm2, was zu einem Anstieg der p53-
Konzentration fuhrt.

Eine hohe Menge an p53 in der Zelle ist jedoch allein nicht ausreichend fur die
Aktivierung der Zielgene. Hierzu sind zusatzliche posttranslationale Modifikationen im
Protein erforderlich. Von den bekannten Modifikationen, wie z. B. Phosphorylierung,
Azetylierung, Glykosylierung, Ubiquitinierung und Sumoylierung (Giaccia and Kastan,
1998; Meek, 1999; Prives and Hall, 1999) sind vor allem Phosphorylierung und
Azetylierung im C-Terminus fur die Aktivierung entscheidend. Die Azetyltransferasen
p300 und PCAF azetylieren das C-terminale Lysin K320 und K382, Sir2 deazetyliert p53
hingegen an Lysin 382 (Langley et al., 2002; Luo et al., 2001; Vaziri et al., 2001). Nach
DNA-Schadigung wird p53 an K320 und K382 azetyliert (Abraham et al., 2000;
Sakaguchi et al., 1998). Die Azetylierung durch p300 und PCAF verstarkt die Aktivitat
von p53, wahrend die Deazetylierung inhibierend wirkt. Ein Modell schlagt vor, dass die
Azetylierung zu einer Konformationsanderung fuhrt. Es wurde postuliert, dass im
inaktiven Zustand durch eine Einfaltung des C-Terminus die DNA-Bindungsdomane
maskiert wird und dadurch die Bindungsfahigkeit an DNA inhibiert ist. Azetylierung und
Phosphorylierung im C-Terminus sollten die DNA-Bindefahigkeit, vermutlich durch
Aufhebung dieser Faltung, ermodglichen. Neuere Strukturdaten sprechen jedoch gegen
dieses Modell. Vielmehr scheinen Phosphorylierung und Azetylierung die Rekrutierung
transkriptioneller Koaktivatoren zu vermitteln.

Phosphorylierung von p53, z. B. an Serin S15, und Azetylierung an K382 verstarkt seine
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Interaktion mit Koaktivatoren wie p300/CBP und PCAF (Lambert et al., 1998). Phosphat-
Modifikationen an den Serinen S33 und S315 und Threonin T81 generieren
Bindungsstellen fur die Peptidyl-Prolyl-lsomerase Pin1 (Zacchi et al., 2002; Zheng et al.,
2002). Uberexpression von Pin1 erhéht die p53-abhangige Transaktivierung,
Genexpression und Apoptose.

Neben der Azetylierung und Phosphorylierung wird p53 am Lysin K386, also in der C-
terminalen regulatorischen Domane, mit SUMO modifiziert. Die Funktion dieser
Modifizierung ist bislang unklar. In Reportergenexperimenten mit einem p21-
Promotorelement bzw. einem p53-Konsensus-DNA-Bindungselement wurde eine 2-3-
fache Stimulierung der p53-Aktivitat in Abhangigkeit von SUMO gezeigt (Gostissa et al.,
1999; Rodriguez et al., 1999). Spatere Arbeiten konnten jedoch diese SUMO-abhangige
transkriptionelle Aktivierung von p53 nicht bestatigen (Kwek et al., 2001). Eine Mutante,
in der das Lysin K386 zu einem Arginin mutiert ist, zeigt verminderte proapoptotische
Eigenschaften (Muller et al., 2000).

PARP

PARP-1 (Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-1), ein 113 kDa-Protein mit relativ hohem
Konservierungsgrad von Archaeen bis zum Mensch, ist ein abundantes, Chromatin-
assoziiertes, homodimeres Protein und reprasentiert eine Enzymfamilie mit mindestens
elf Mitgliedern, die den Transfer von ADP-Ribose von seinem Substrat NAD" (Beta-
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid) auf sich selbst oder andere nukleare, haufig in die
Aufrechterhaltung der Chromatinstruktur involvierte Proteine katalysiert (Hassa and
Hottiger, 2002). Die Poly-ADP-Ribosylierung spielt eine wichtige Rolle in der DNA-
Reparatur und der Apoptose; dementsprechend wird PARP-1 nach DNA-Schadigung
aktiviert. Die Automodifikation von PARP-1 kann seine DNA-Bindung, Protein-
Interaktionen und die enzymatische Aktivitat modulieren.

Struktur von PARP-1

PARP-1 weist drei strukturelle und funktionelle Domanen auf: Eine N-terminale DNA-
Bindungsdomane (42 kDa), eine zentrale Automodifikationsdomane (16 kDa) und eine
C-terminale katalytische Domane (55 kDa), die auch das aktive Zentrum beinhaltet (Rolli
et al., 1997).

Die DNA-bindende Domane enthalt zwei Zinkfinger-Motive (Cherney et al., 1987; Mazen
et al., 1989). Der erste ist essentiell fur die PARP-Aktivitat nach DNA-Schadigung, der
zweite scheint fur die Aktivitat von PARP-1 nur nach Doppelstrangbriichen eine Rolle zu
spielen (lkejima et al., 1990). Ferner enthalt die DNA-Bindedomane eine zweigeteilte
NLS, in welche eine DEVD-Sequenz als Spaltstelle fur Caspasen eingebettet ist. Die
DNA-Bindungsdomane ist auch in diverse Protein-Protein-Interaktionen involviert, wie z.
B. die Interaktion mit Histonen, XRCC-1 oder der DNA-Polymerasea.

Die Automodifikationsdomane ist ebenfalls an diesen Interaktionen beteiligt, ferner findet
hier noch die Interaktion mit NFkB, dem Transkriptionsfaktor Oct-1 sowie Ubc9 statt.
PARP-1 wird an zahlreichen Glutamatresten innerhalb der Automodifikationsdomane
automodifiziert (Kurosaki et al., 1987). Die Automodifikationsdomane enthalt weiterhin
ein BRCT (BRCA1-Carboxy-Terminus)-Motiv, welches in vielen Proteinen gefunden
wird, die in die Antwort auf DNA-Schaden involviert sind. Dieses Motiv vermittelt die
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Interaktion zwischen diversen DNA-Reparatur- und Zellzyklus-Checkpoint-Proteinen.
Weiterhin spielt die Automodifikationsdomane neben der DNA-Bindungsdomane eine
Rolle in der Dimerisierung von PARP-1 (Buki et al., 1995).

Die katalytische Doméane ist essentiell fir die NAD*-Bindung, fiir die Polymerisierung
und die Verzweigungsreaktionen (Rolli et al., 1997; Simonin et al., 1993). AuRerdem ist
sie in die Interaktion mit PARP-3 und Topoisomerase-1 involviert. Der katalytische
Aminosaurerest Glutamat E988 ist in verschiedenen Mitgliedern der PARP-Familie als
auch zwischen verschiedenen Spezies konserviert.

DNA-Bindungs- Automodifikations- katalytische Domane
domane domane
L e B I
AS 1 a " " N akdives 1014
Zn2~ finger- NLS BRCT-Domane Zentrum
Module T

Spaltung durch Caspasen

Abb. 6: Struktur von PARP-1: Am N-Terminus findet sich eine DNA-Bindedomane mit zwei
Zinkfingermotiven und einer zweigeteilten NLS, in der die Caspase-Spaltstelle eingebettet ist. Der
zentrale Teil umfasst die Automodifikationsdomane, innerhalb der als Subdoméane die BRCT-

Domane liegt. Am C-Terminus befindet sich die katalytische Doméane mit dem aktiven Zentrum.

Poly(ADP-Ribosyl)ierung

Poly(ADP-Ribosyl)ierung ist eine posttranslationale Modifikation, bei der (ADP-Ribose)-
Polymere an Zielproteine synthetisiert werden. Man findet ADP-Ribosylierung in allen
kernhaltigen Zellen von Saugern, Pflanzen und niederen Eukaryonten, mit Ausnahme
der Hefe. Unter normalen Bedingungen finden sich geringe Mengen an ADP-
ribosylierten Proteinen in der Zelle, nach Einzel- und Doppelstrangbrichen wird PARP
jedoch aktiviert, was zu erhohten Mengen an ADP-Ribose-Konjugaten fuhrt. Diese
Aktivitat wird hauptsachlich von PARP-1 ausgefuhrt.

Bei der Synthese von Poly(ADP-Ribose) wird NAD* zu ADP-Ribose und Nikotinamid
gespalten. PARP-1 katalysiert die Bindung eines ersten ADP-Ribose-Molekuls an eine
Akzeptoraminosaure, meist ein Glutamat, und anschlieBend die Elongation und
Verzweigung mit weiteren ADP-Ribose-Einheiten, was in linearen oder verzweigten
Polymeren von Poly(ADP-Ribose) (PAR) mit bis zu 200 Einheiten resultiert.

Die meisten Poly(ADP-Ribose)-Substrate sind DNA-bindende nukleare Proteine, wie
Histone, Transkriptionsfaktoren, HMG-Proteine, Topoisomerasen, DNA-Ligasen und
DNA-und RNA-Polymerasen. Obwohl die Konsequenzen der Poly(ADP-Ribosyl)ierung
auf die Struktur und die Aktivitat inrer Substrate derzeit schlecht untersucht sind, sollten
aufgrund der starken negativen Ladung der Polymere modifizierte Proteine in ihren
physikalischen und biochemischen Eigenschaften deutlich verandert sein, in jedem Fall
durfte ihre DNA-Bindungsaktivitat drastisch reduziert sein.
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Die Modifikation mit PAR ist reversibel und kann, z. B. nach erfolgter Reparatur des
DNA-Schadens, durch das Enzym PARG (Poly(ADP-Ribose)-Glykohydrolase) wieder
aufgehoben werden (Ame et al., 1999). PARG besitzt sowohl Endo- als auch
Exoglykosylase-Aktivitat, die die Hydrolyse von glykosidischen Bindungen zwischen
ADP-Ribose-Einheiten von PAR katalysiert (Davidovic et al., 2001). Schliel3lich spaltet
eine ADP-Ribosyl-Lyase das am Protein verbleibende ADP-Ribose-Monomer.

Die PARP-Familie

Neben dem prominentesten Mitglied PARP-1 wurden funf weitere Mitglieder der Familie
naher untersucht (Ame et al., 2004):

Die Struktur von PARP-2 ist der von PARP-1 sehr homolog, ihre katalytischen Domanen
haben eine Homologie von 69% auf Aminosaureebene. Unterschiede in der Struktur
finden sich in der Akzeptorstelle, was auf eine verschiedene Substratspezifitat schliel3en
lasst (Oliver et al., 2004). PARP-2 modifiziert vorwiegend Histon H2B, wahrend PARP-1
praferentiell Histon H1 ADP-ribosyliert (Poirier et al., 1982). Wahrend PARP-1 an
sogenannte ,gaps” bindet, die sich durch eine fehlende Base auszeichnen, erkennt und
bindet PARP-2 ,nicks“, d. h. einen nicht mit seinem nachfolgenden Zuckerrest
verbundenen Phosphorest. PARP-2 interagiert mit PARP-1 und teilt sich mit diesem
einige Interaktionspartner, wie z. B. XRCC-1, DNA-Polymerasef und DNA-Ligase lII.
PARP-3 ist eine Komponente des Centrosoms. Wahrend des Zellzyklus ist es
praferentiell an der Tochterzentriole lokalisiert. PARP-3 besitzt nur eine sehr geringe
Modifikationsaktivitat.

PARP-4 (VPARP) ist mit 192 kDa das grofte Protein der Familie. PARP-4 assoziiert mit
sogenannten Vaultpartikeln, cytoplasmatischen Ribonukleinkomplexen, die weiterhin die
hochkonservierten Proteine MVP (major vault protein) und TEP1 (felomerase associated
protein) sowie eine nichttranslatierte Vault-RNA beinhalten (Kickhoefer et al., 1999). Die
Funktion dieser Partikel ist unklar, es wird jedoch vermutet, dass sie in den zellularen
Transport involviert sind.

PARP-5a (Tankyrase1) wurde als Interaktionspartner von TRF1 identifiziert (Smith et al.,
1998). In diesem Protein finden sich mehrere Ankyrinwiederholungen in funf Clustern
(Seimiya et al., 2004). Uberexpression von PARP-5a fiihrt zur ADP-Ribosylierung von
TRF1. Dies fuhrt zu dessen Dissoziation von den Telomeren und resultiert damit in
deren Elongation (Smith and de Lange, 2000).

PARP-5b (Tankyrase2) zeigt Uber 85% Sequenzidentitdt mit PARP-5a. Den beiden
Enzymen werden uUberlappende Funktionen in der Aufrechterhaltung der Telomere und
im Vesikeltransport zugeschrieben. Anders als PARP-5a induziert PARP-5b nach
Uberexpression caspaseunabhangige Apoptose durch einen Zusammenbruch des
mitochondrialen Potenzials (Kaminker et al., 2001).

Die duale Rolle von PARP-1 in der Antwort auf DNA-Schaden

PARP-1 werden im wesentlichen zwei Funktionen in der Antwort auf DNA-Strangbrtche
zugeschrieben:

Zum einen dient es durch seine Fahigkeit, ladierte DNA zu erkennen und zu binden, als
Sensor fur DNA-Schaden. Die Bindung von PARP-1 an DNA rekrutiert wiederum XRCC-
1 (Caldecott, 2003; Okano et al.,, 2003), ein offensichtlich als Scaffolding-Faktor
fungierendes Schlusselmolekul in der Basenaustauschreparatur, welches andere in
diesem Signalweg bendtigten Komponenten, wie Polymerasefy sowie DNA-Ligase IlI
rekrutiert.
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Zum anderen scheint PARP-1 direkt in die Reparatur von DNA-Schaden involviert zu
sein. Anderungen in der Chromatinstruktur scheinen das friheste Ereignis in der
zelluldren Antwort auf DNA-Schaden zu sein. So dienen die Poly-(ADP-Ribosyl)ierung
von Histonen und anderen nuklearen Proteinen sowie die Phosphorylierung von Histon
H2AX an Serin S139 als zwei epigenetische Marker, die durch DNA-Strangbriche
induziert werden und geschadigtes Chromatin kennzeichnen. Durch DNA-Schaden
induzierte Poly-(ADP-Ribosyl)ierung von H1 und H2B fuhrt zumindest in vitro zur
Relaxation von 30 nm-Chromatinfibern, was den Zutritt von Reparaturenzymen
erleichtern sollte. Der Basenaustauschreparaturweg (base excision repair, BER) lasst
sich in zwei Subreparaturwege unterteilen: einen ,short patch repair pathway®, der den
Hauptanteil stellt und bei dem lediglich eine einzige Base ausgetauscht wird und einen
.long patch repair pathway®, bei dem 2-14 Nukleotide ersetzt werden. PARP-1 bindet mit
hoher Affinitat an Reparaturintermediate, die vor der Entscheidung des zu benutzenden
Signalwegs entstehen (Lavrik et al., 2001). Obwohl die Interaktion von PARP-1 mit
XRCC-1, Polymerasef und FEN-1 (Flap-Endonuklease) eine Rolle von PARP-1 in
beiden Signalwegen impliziert (Dantzer et al., 2000; Lavrik et al., 2001; Masson et al.,
1998), scheint es im ,short patch pathway“ eine eher untergeordnete Rolle zu spielen,
wahrend es im ,long patch pathway“ einen Komplex mit Polymerasef und FEN-1 bildet,
in dem PARP-1 und FEN-1 die DNA-Neusynthese durch Polymerasef stimulieren
(Prasad et al., 2001).

Weiterhin ist PARP-1 bei der Ligation der DNA beteiligt (Leppard et al., 2003). DNA-
Ligase lll bindet direkt an Poly-(ADP-Ribose) sowie an poly-(ADP-ribosyl)iertes PARP-1.

Modulation der transkriptionellen Aktivitat durch PARP-1

PARP-1 ist mit der RNA-Polymerase |l assoziiert (Slattery et al., 1983) und spielt in
diesem Komplex eine essentielle Rolle als negativer Regulator der zufalligen Initiation
der Transkription (Matsui et al., 1980). PARP-1 inhibiert die Initiation der Transkription
durch die Poly(ADP-Ribosyl)ierung TATA-Box-bindender Proteine und in der Folge die
Bildung des Initiationskomplexes (Oei et al., 1998). Weiterhin kann PARP-1 die
Elongation durch Polymerase Il effizient verhindern, indem es direkt an Transkripte
bindet (Vispe et al., 2000).

In vielen Fallen fungiert PARP-1 als transkriptioneller Koaktivator fur
Transkriptionsfaktoren, zu nennen waren hier Oct-1 (Nie et al., 1998), B-Myb (Cervellera
and Sala, 2000), TEF-1 (Butler and Ordahl, 1999), AP-2 (Kannan et al., 1999), HIV Tax
(Anderson et al., 2000), NF-xB (Hassa and Hottiger, 1999) und p53 (Vaziri et al., 1997).
l. d. R. scheint die Aktivitat von PARP-1 aus der Bindung an und Modifikation von
Transkriptionsfaktoren und der Assemblierung von Enhancosom-ahnlichen Komplexen
zu resultieren (Akiyama et al., 2001; Butler and Ordahl, 1999; Nirodi et al., 2001; Plaza
et al., 1999).

Es wurden jedoch auch reprimierende Effekte beschrieben (Soldatenkov et al., 2002).
Moglicherweise wird PARP-1 spezifisch durch die Interaktion mit DNA-bindenden
Proteinen an seine Zielpromotoren rekrutiert. Alternativ konnte PARP-1 direkt oder in
Verbindung mit anderen DNA-bindenden Proteinen an Promotor- und Enhancer-
Sequenzen binden. (Akiyama et al., 2001; Butler and Ordahl, 1999; Ha et al., 2002; Nie
et al., 1998; Nirodi et al., 2001; Plaza et al., 1999; Zhang et al., 2002b). Neuere Arbeiten
beschreiben die Bindung von PARP-1 an Nukleosomen, die zur Bildung von
transkriptionell reprimierten Chromatinstrukturen fuhrt (Kim et al., 2004b).
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PARP-1 in der Apoptose

Nach DNA-Schadigung kann eine Zelle zwei alternative Wege einschlagen: Zum einen
die Reparatur des Schadens, zum anderen, bei irreparablen Schaden, die Einleitung der
Apoptose. Bei DNA-Strangbrichen wird PARP-1 aktiviert. Nach limitierter DNA-L&sion
konnte die Aktivierung von PARP-1 zum Anschalten von DNA-Reparatur- und
Zellzyklus-Kontroll-Maschinerien beitragen, bei drastischen DNA-Schadigungen konnte
die exzessive Poly(ADP-Ribosyl)ierung ein Signal fur das Einleiten der Apoptose
darstellen.

Wahrend der am besten untersuchten Caspase-abhangigen Apoptose wird PARP-1 zu
einem frihen Zeitpunkt von Caspase-3 und -7 an seiner DEVD-Sequenz innerhalb der
NLS in ein 24 kDa und ein 89 kDa-Fragment (p24 und p89) gespalten (Alnemri et al.,
1996; Casciola-Rosen et al., 1996; Germain et al., 1999; Nicholson et al., 1995;
Nicholson and Thornberry, 1997; Tewari et al., 1995). Das die DNA-Bindedomane mit
den beiden Zinkfingern enthaltende p24-Fragment kann weiterhin DNA und RNA-
Transkripte binden, kann jedoch nicht mehr von der DNA entlassen werden, da es nicht
mehr poly(ADP-ribosyl)iert werden kann. Daraus resultiert eine transdominante
Inhibierung der DNA-Reparatur, der Transkription und der Poly(ADP-Ribose)-Synthese
als Antwort auf DNA-Strangbriche (Yung and Satoh, 2001). p89 konnte durch Bindung
an intakte PARP-1-Molekule eine Rolle in der Apoptose spielen, indem es die Bildung
der fur die Aktivitat notwendigen Homodimerisierung verhindert (Kim et al., 2000).
Weiterhin wurde PARP-1 mit dem mitochondrialen, proapoptotischen Protein AlF
(apoptosis inducing factor) in Verbindung gebracht (Yu et al.,, 2002). Bei diesem
Signalweg wird AIF von den Mitochondrien in den Nukleus transloziert, wo es die
Fragmentation hochmolekularer DNA und Kondensation von Chromatin induziert
(Penninger and Kroemer, 2003). Fur diesen Prozess ist PARP-1 essentiell (Yu et al.,
2002).
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Zielsetzung

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Frage, ob im SUMO-System analog zum
verwandten Ubiquitin-System E3- oder E3-ahnliche Faktoren als sogenannte Ligasen
am Modifikationsprozess beteiligt sind. Die Beobachtung, dass E1 und das SUMO-E2
Ubc9 in vitro bei mehreren Substraten fur eine erfolgreiche Sumoylierung ausreichen,
war lange ein Hauptargument gegen die Beteiligung von E3-Faktoren bei der
Modifikation mit SUMO. Arbeiten an S. cerevisiae identifizierten jedoch die beiden
Proteine Siz1 und Siz2 als E3-Faktoren flr Septine. In dieser Arbeit sollten E3-Faktoren
des SUMO-Systems von Saugern identifiziert und charakterisiert werden. Die Kriterien
fur die Charakterisierung wurden vergleichend zu E3-Ligasen des Ubiquitin-Systems
gewahlt und schlossen die Untersuchung der Bindung an Substrat sowie Ubc9, die
Kartierung von fur die Ligaseaktivitat notwendigen Domanen sowie die Suche nach
potenziell regulatorischen Interaktionspartnern ein.

Ein Schwerpunkt der Arbeit galt der ldentifizierung E3-ahnlicher Faktoren bei der
SUMO-Modifikation des Transkriptionsfaktors und Tumorsuppressors p53. p53
unterliegt einer Sumoylierung in seiner C-terminalen regulatorischen Region. Die
funktionelle Konsequenz dieser Modifikation war jedoch unklar. Die Moglichkeit, mittels
einer E3-Ligase die SUMO-Modifikation von p53 zu induzieren, sollte zur Untersuchung
der funktionellen Konsequenzen seiner SUMO-Modifikation genutzt werden. Daruber
hinaus sollte durch das Studium von p53 als ,Modellsubstrat® die generelle Rolle der
Sumoylierung von Transkriptionsfaktoren besser verstanden werden.
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PIAS-Proteine stimulieren die Sumoylierung von p53

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Suche nach E3-ahnlichen Komponenten der
SUMO-Modifikation von p53. Hiermit sollten zum einen neue mechanistische
Erkenntnisse zum SUMO-Konjugationsweg gewonnen werden, zum anderen war das
Ziel Uber die Identifizierung neuer Regulatoren die funktionelle Konsequenz der
Sumoylierung von p53 besser zu verstehen. Als Kandidaten fur E3-Ligasen des SUMO-
Systems kamen aufgrund der mechanistischen Homologie zum Ubiquitin-System
sogenannte RING-Finger-Proteine in Betracht, da die RING-Domane eine Klasse von
Ubiquitin-Ligasen definiert. In einem ersten Ansatz wurden deshalb RING-Finger-
Proteine, fur die eine Interaktion mit p53 beschrieben war, als potenzielle Kandidaten fur
SUMO-E3-Ligasen getestet. Hierzu wurde ein in vitro SUMO-Modifikationssystem
etabliert, in dem das Substrat wahrend seiner in-vitro-Translation in Retikulozytenlysat
mit radioaktivem Methionin markiert und mit bakteriell exprimiertem und gereinigtem E1,
Ubc9, SUMO und ATP (im folgenden als Reaktionsmix bezeichnet) inkubiert wird. In
einem ahnlichen System konnte eine basale Sumoylierung von p53 in Abwesenheit
zusatzlicher Faktoren gezeigt werden (Muller et al., 2000). Es konnte nun getestet
werden, ob die Zugabe von mit p53 interagierenden RING-Finger-Proteinen einen
stimulierenden Effekt auf die Modifikation zeigt. Wahrend flr verschiedene Kandidaten,
wie PML oder mdm2, kein Effekt auf die Sumoylierung beobachtet wurde, hatte das
RING-Finger-Protein Topors, ein Interaktor von p53, einen drastischen Effekt auf die
Sumoylierung von p53 (Abb. 7): Die in vitro-Translation von p53 fuhrt zur Entstehung
des erwarteten Produkts von ca. 50 kDa. Nach Zugabe des aus E1, Ubc9 und SUMO
bestehenden Reaktionsmixes unterliegt p53 einer moderaten Sumoylierung, wie an der
schwachen hohermolekularen Bande bei ca. 75 kDa zu erkennen ist. Die Zugabe von
bakteriell exprimiertem und gereinigtem GST-Topors verstarkt die Monomodifikation mit
SUMO von p53 in vitro massiv. Weiterhin induziert Topors die Modifikation von p53 mit
zwei weiteren SUMO-Molekulen, die von den schwachen héhermolekularen Banden bei
ca. 95 kDa und 120 kDa reprasentiert werden. Hier handelt es sich entweder um SUMO-
SUMO-Ketten oder Modifikationen von p53 mit SUMO an weiteren, weniger benutzten
Stellen.

Reaktionsmix °

i ) Abb. 7: Topors fungiert als E3-ahnlicher
S | PS3SUMO o or fur die Sumoylierung von p53. *°S-
; markiertes, in vitro translatiertes p53 wurde

sy - mit den Komponenten der Sumoylierungs-
maschinerie und wie angegeben mit

i bakteriell exprimiertem und gereinigtem
—_ p53 Topors inkubiert. Die Sumoylierung wurde
Uber Autoradiographie detektiert.
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Um den Einfluss von Topors auf die Sumoylierung von p53 in vivo zu untersuchen,
wurde p53 zusammen mit SUMO und Topors in Hela-Zellen transfiziert und die SUMO-
Modifikation 48 h nach Transfektion nach Zelllyse und gelelektrophoretischer Separation
anhand eines gegen p53 gerichteten Western Blots analysiert. In diesen Experimenten
konnte keine Ligaseaktivitdt von Topors bezuglich der SUMO-Modifikation von p53
festgestellt werden. Eine Erklarung hierfir konnte sein, dass fur die Ligasefunktion von
Topors weitere Faktoren bendtigt werden, die bei den in vitro-Experimenten im
Retikulozytenlysat anwesend sind, in vivo jedoch unter endogenen Bedingungen nicht
ausreichend exprimiert sind.

Durch die Identifizierung von Siz-Proteinen als E3-Ligasen der Hefe wurden unsere
Arbeiten in eine neue Richtung gelenkt. Es wurde gezeigt, dass die Siz-Proteine in S.
cerevisiae die Sumoylierung der Septine induzieren. Siz-Proteine besitzen eine SP-
RING-Finger-Doméne, die Ahnlichkeit zur RING-Doméane von Ubiquitin-Ligasen
aufweist. PIAS-Proteine sind die Homologen von Siz in Saugern. Abb. 8 zeigt einen
Sequenzvergleich zwischen der RING-Domane der Ubiquitin-Ligase c-cbl und den
verschiedenen Formen von PIAS. In PIAS-Proteinen fehlen zwei der konservierten
Cysteine.

Mehrere PIAS-Formen wurden in Two-Hybrid-Screens als Interaktoren fur p53
identifiziert (PIASxp, 1 und y) (Gallagher et al., 1999; Minty et al., 2000; Nelson et al.,
2001). Aufgrund dieser Tatsachen, der Prasenz einer RING-ahnlichen Domane in PIAS,
der Interaktion von PIAS mit p53 und der Homologie von PIAS zu Siz-Proteinen, wurde
das Potenzial von PIAS, die Sumoylierung von p53 zu induzieren, untersucht.

( .

12 zrt* 7 8
c-cbl [4KISAE-NDKDVKIEP - -QGgF
PIASL ®PLGKHRLTIPCRALT KPTWV V(S
PIAS3 [dPLGKMRLTVPCRALT KPTWT @3V /8
PIASX [§PLGKMRLTIPCRAVT SIF DAAL YL [MN[EKKPTWI [ Hgve
PIASy [dPLVKMRLSVPCRAET SFDAVFYLMNEKKP TWMEEV S

Abb. 8: Domanenstruktur der PIAS-Familie. Die RING-Finger-Region der Ubiquitin-Ligase c-cbl
wird mit dem SP-RING-Motiv der humanen PIAS-Proteine verglichen. Die homologen Zink-
koordinierenden Reste sind blau, die nur in c-cbl auftretenden Cysteine rot unterlegt.

Hierzu wurde p53 analog zu dem oben beschriebenen Experiment mit radioaktivem
Methionin markiert und mit dem Reaktionsmix sowie PIAS inkubiert. Nach einer
gelelektrophoretischen Auftrennung zeigt die Autoradiographie einen drastischen Effekt
von PIASxf auf die Sumoylierung von p53 (Abb. 9). Nach Zugabe des Reaktionsmixes
unterliegt p53 wie erwartet einer leichten Sumoylierung. Die Zugabe von PIASxf
induziert die Sumoylierung dosisabhangig. In hohen Konzentrationen von PIAS taucht
ein zusatzliche hohermolekulare Bande auf, die wie bei der Anwesenheit von Topors
entweder aus der Entstehung von SUMO-SUMO-Ketten an der bereits bekannten
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Hauptmodifikationsstelle Lysin K386 oder aus der Konjugation an einer anderen, bisher
nicht identifizierten Akzeptorstelle resultieren kann (s. u.).

PIASXB

Abb. 9: PIASxp induziert die SUMO-
Modifikation von p53 in vitro. p53 wurde in
vitro translatiert und mit dem Reaktionsmix
(E1, Ubc9 und SUMO) inkubiert. Wie
angegeben wurde GST-PIASxp in Kon-
zentrationen von 10, 50 und 100 ng zu-
gefugt.

Reaktionsmix [] ° ° °

p53-SUMO E

p53 —

Das Experiment in Abb. 9 wurde mit in vitro translatiertem p53 durchgefuhrt. Ein
Problem bei diesem System besteht in der unvermeidlichen Anwesenheit von
Retikulozytenlysat in den Reaktionen, so dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass
PIAS-Proteine im Retikulozytenlysat in geringen Mengen fur die Modifikation notig sind.
Um diese Frage zu beantworten, wurden die Reaktionen mit rekombinantem, in E. coli
BL21 exprimiertem und gereinigtem GST-p53 durchgefuhrt. Abb. 10 zeigt, dass auch in
diesem vollstandig rekombinanten Modifikationssystem PIASxp die Sumoylierung von
p53 stimuliert. Damit scheint zumindest in vitro kein weiterer Faktor fur die Sumoylierung
notig zu sein. Interessanterweise ist in diesem vollstandig rekombinanten System Ubc9
alleine nicht in der Lage Sumoylierung zu vermitteln (Spur 2). Somit ist denkbar, dass
die Anwesenheit von PIAS-Proteinen im Retikulozytenlysat fur die Basalsumoylierung in
Abb. 9 verantwortlich ist.

Abb. 10: PIASxf induziert die Sumoylierung
von rekombinantem p53. Es wurden 50 ng
bakteriell exprimiertes und gereinigtes GST-
p53 sowie 250 ng GST-PIASxp fir eine in
vitro Sumoylierung eingesetzt. Die Detektion

erfolgte Uber einen gegen p53 gerichteten
B S @ | csTes Western Blot.

Reaktionsmix . °

— GST-p53-SUMO

Obige in vitro-Ergebnisse implizieren eine Ligaseaktivitat von PIASxp fur p53. Um einen
Einfluss von PIAS auf die Sumoylierung von p53 in vivo nachzuweisen, wurde p53
zusammen mit einer Version von SUMO, die nach dem Doppelgylzinmotiv am C-
Terminus endet und so die prozessierte Form von SUMO imitiert (SUMO-GG), und einer
SV5-markierten Version von PIASxp in Hela-Zellen exprimiert und nach direkter Zelllyse
in SDS-Probenpuffer mit anschlieBender Gelelektrophorese in einem gegen p53
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gerichteten Western Blot auf SUMO-Konjugation analysiert. Bei Koexpression von
SUMO erfolgt eine sehr ineffiziente Modifikation, reprasentiert durch eine schwache,
hohermolekulare Bande (Abb. 11 oben, Spur 2). Bei zusatzlicher Expression von
PIASxp wird die Sumoylierung von p53 deutlich induziert (Spur 4).

Die Expression von PIASxf wurde in einem gegen das SV5-Epitop gerichteten Western
Blot gezeigt (Mitte), ein Western Blot gegen kotransfiziertes GFP bestatigt eine
gleichmaliige Transfektionseffizienz (unten).

p53 [ ° e o
SUMO . . Abb. 11: PIASxp induziert die
Z\S'P'Asxﬁ . . o Sumoylierung von p53 in vivo. Hela-
Zellen wurden mit p53 oder zu-
p53-SUMO— — satzlich mit SUMO-1 transfiziert. Wie
o -p53 angegeben wurde SV5-markiertes
P53 — | S—— PIASxp kotransfiziert. Die Zellen
wurden 24 h nach Transfektion direkt
PIASXS — @ -SV5 in SDS-Probenpuffer lysiert und die
Proben mittels Western Blot ana-
P B lysiert. Alle Ansatze wurden zu-

- o-GFP satzlich mit GFP kotransfiziert.

Spezifitat der einzelnen PIAS-Formen bei der Sumoylierung von p53

Neben PIASxp wurden auch PIAS1 und PIASy als Interaktoren von p53 beschrieben.
Um eine Ligaseaktivitat dieser PIAS-Formen und eventuelle Spezifitatsunterschiede
zwischen den verschiedenen PIAS-Formen zu untersuchen, wurden GST-fusionierte
Versionen von PIASy, PIAS3 und PIAS1 in E. coli BL21 exprimiert, mit Glutathion-
Sepharose affinitatsgereinigt und in einem in vitro-Experiment auf ihr Potenzial, die
Sumoylierung zu induzieren, getestet. Abb. 12 zeigt, dass alle drei Formen von PIAS die
Sumoylierung von p53 dosisabhangig in vitro verstarken. Das Experiment mit PIAS1 (c)
wurde mit einer niedrigeren Konzentration an Ubc9 durchgefuhrt, so dass hier bei einer
relativ schwachen Basalsumoylierung (Spur 2) PIAS1 die Modifikation ahnlich wie
PIASxp drastisch stimuliert (s. Abb. 9). Fur die Experimente mit PIASy (a) und PIAS3 (b)
wurde eine hohere Konzentration an Ubc9 benutzt, was zu einer relativ hohen
Basalsumoylierung und damit nur noch 2zu einer moderaten Induktion der
Monosumoylierung durch PIAS fuhrt. Bei hohen Konzentrationen von Ubc9 scheint die
Modifikation mit einen SUMO-Molekul gesattigt zu sein. Sowohl PIAS3 als auch PIASy
induzieren jedoch die Konjugation einer zweiten SUMO-Einheit. Unterschiede in der
Ligaseaktivitat konnen in diesem Experiment auch auf Schwankungen der jeweiligen
Proteinpraparation beruhen. Zusammenfassend kann man jedoch aus diesen
Experimenten schlieBen, dass zumindest in vitro keine generellen Unterschiede
zwischen einzelnen PIAS-Formen existieren.
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PIAS PIAS3 PIAS1
Reaktionsmix e o o o o e o o o o e o o o
PIASx8
p53-SUMO[ G
p53 —

Abb. 12: PIASy, 3 und 1 induzieren die SUMO-Modifikation von p53 in vitro.
p53 wurde in vitro translatiert und mit 100 ng E1, 3 pug SUMO sowie in
Abbildung a und b 100 ng bzw. in Abblildung ¢ 10 ng Ubc9 inkubiert. Wie
angegeben wurden GST-PIASy, -3 oder -1 in Konzentrationen von 10, 50 und
100 ng zugefiigt. In Experimenten mit PIASy und PIAS3 wurde als Vergleich
auch eine Reaktion mit 100 ng PIASxp mitgefihrt.

Um die Spezifitat verschiedener PIAS-Formen in vivo zu testen wurden
Transfektionsexperimente in Hela-Zellen durchgefuhrt. Hierzu wurde eine Flag-markierte
Version von PIAS1, PIAS3 oder PIASy mit p53 und SUMO kotransfiziert und die
Modifikation nach gelelektrophoretischer Auftrennung mit einem gegen p53 gerichteten
Western Blot nachgewiesen. Abb. 13 zeigt eine drastische Induktion der Sumoylierung
von p53 bei Expression von PIAS1 (Spur 4), verglichen mit der geringen Sumoylierung
bei Expression von nur SUMO. In einem gegen das Flag-Epitop gerichteten Western
Blot wurde die Expression von PIAS1 nachgewiesen (Mitte), eine gleichmaliige
Transfektionseffizienz wird in einem Western Blot gegen kotransfiziertes GFP bestatigt
(unten). Ahnliche Ergebnisse gaben Experimente in vivo mit PIAS3 und PIASy (Daten
nicht gezeigt).

p53 e o o o

sumo . ° Abb. 13: PIAS1 induziert die Sumoylierung
e e e e e in vivo. Hela- Zellen wurden mit p53 oder
zusatzlich mit SUMO-1 transfiziert. Wie
p53-SUMO — — angegeben wurde Flag-markiertes PIAS1
@pS3  Kotransfiziert. Die Zellen wurden 24 h nach
P53 — | e———— Transfektion direkt in SDS-Probenpuffer
lysiert und die Proben nach Gel-
PIAST — s 4| o-Flag elektrophorese mittels eines gegen p53
gerichteten Western Blots analysiert. Alle
GFP — | e s e | o-aFP  Ansatze wurden als Transfektionskontrolle

zusatzlich mit GFP kotransfiziert.
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Die Rolle von SP-RING- und SAP-Domane bei der PIAS-abhangigen
Sumoylierung von p53

Fur die Aktivitdt von Ubiquitin-Ligasen ist die RING-Finger-Doméane essentiell. Obwonhl
der SP-RING-Struktur von PIAS-Proteinen zwei konservierte Cysteine fehlen, konnte sie
dennoch eine ahnliche dreidimensionale Struktur einnehmen und mechanistisch analog
zu den klassischen RING-Domanen als Adapterdomane dienen, Uber die Ubc9 zum
Substrat rekrutiert wird. Um die Rolle der SP-RING-Domane von PIASxp zu
untersuchen wurde das sich in dieser Domane befindliche konservierte Cystein C362 zu
einem Serin mutiert. Basierend auf der putativen strukturellen Ahnlichkeit der
klassischen RING-Finger-Domane von RING-Ubiquitin-Ligasen sollte diese Mutation die
strukturelle Integritat der SP-RING-Domane zerstoren. Das in vitro-Experiment in Abb.
14 zeigt, dass eine intakte RING-Finger-Domane fur die Ligaseaktivitat essentiell ist, da
PIASx C362S im Gegensatz zum Wildtyp (a), nicht mehr in der Lage ist, die
Sumoylierung von p53 zu verstarken (b).

) PIASXp ° PIASxp C3625 Abb. 14: PIASxp C362S besitzt keine
Reaktionsmix . T . . — 7 Ligaseaktivitat mehr. Das Substrat p53
wurde in vitro translatiert und mit dem

Reaktionsmix inkubiert. Wie angegeben

p53-SUMO — e - wurde GST-PIASxp (a) bzw. GST-
p53 — PIASxp C362S (b) in Konzentrationen

von 10, 50 und 100 ng zugefiigt.

Die Ligaseaktivitat von PIASxp C362S wurde zusatzlich in vivo bestimmt. In Abb. 15
wurden Hela-Zellen mit p53, SUMO und einer SV5-markierten Version von PIASxf bzw.
PIASxp C362S transfiziert und die SUMO-Modifikation nach gelelektrophoretischer
Separation im Western Blot mittels eines gegen das SV5-Epitop gerichteten Antikorpers
nachgewiesen. Ubereinstimmend mit den in vitro-Daten wird auch in vivo eine intakte
RING-Finger-Domane bendtigt, um die Sumoylierung von p53 zu induzieren. Wahrend
der Wildtyp von PIASxp die erwartete Stimulierung der Sumoylierung von p53 induziert
(links), zerstort die Mutation des Cysteins C362 innerhalb der RING-Domane zu einem
Serin die Ligaseaktivitat (rechts).
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Abb. 15: Die SP-RING-Domane von

T < PIASxB ist fir die Ligaseaktivitat in

PIASXB ® ® PIASxp ° o vivo essentiell. Hela-Zellen wurden

oP * 0 ¢ ° O M mit p53 oder zusatzlich mit SUMO-1

SUMO-ps3 — . transfiziert. Wie angegeben wurde

a-p53  SV5-markiertes PIASxp bzw. PIASxpB

P53 — | S——— S—e— C362S kotransfiziert. Die Zellen

wurden 24h nach Transfektion direkt

PIASXS — —wus| asvs in SDS—Prqbenpuffer lysiert und die

Proben mittels Western Blot ana-

o - e P—— lysiert. Alle Ansatze wurden zu-
satzlich mit GFP kotransfiziert.

Neben der SP-RING-Domane, die fur die Ligaseaktivitat essentiell ist (Abb. 14 und 15),
besitzen PIAS-Proteine als strukturelles Charakteristikum eine N-terminal gelegene
SAP-Domane, die sich in verschiedenen Proteinen findet, die in die
Chromatinorganisation involviert sind. In Abb. 16 ist zu sehen, dass diese Domane fur
die PIAS-induzierte Sumoylierung von p53 entbehrlich ist. Die SAP-Domane einer Flag-
markierten Version von PIAS1 wurde deletiert (PIAS1ASAP) und die Mutante sowie der
Wildtyp zusammen mit p53 und SUMO in Hela-Zellen transfiziert. 48 h nach
Transfektion wurde die Sumoylierung anhand eines gegen p53 gerichteten Western
Blots analysiert. PIAS1ASAP ist mit ahnlicher Effizienz wie der Wildtyp in der Lage, die
Sumoylierung von p53 zu stimulieren. Im unteren Teil der Abbildung wurde in einem
gegen das Flag-Epitop gerichteten Western Blot eine adaquate Expression der PIAS1-
Versionen uberpruft.

p53 ° e o e o o Abb. 16: Die SAP-Domane hat keinen
SUMO ° e o Einfluss auf die Ligaseaktivitat von
o pIASTASAP . . PIAS1. Hela-Zellen wurden mit p53 oder
G R e zusatzlich mit SUMO-1 transfiziert. Wie
T TR - B | —ps3-sumo  angegeben wurde Flag-markiertes PIAS1

bzw. PIAS1ASAP kotransfiziert. Die
Zellen wurden 24 h nach Transfektion
direkt in SDS-Probenpuffer lysiert und
die Proben mittels eines gegen p53
gerichteten Western Blots analysiert
(oben). Die gleichmaRige Expression der
PIAS1-Varianten wurde anhand eines
Western Blots gegen das Flag-Epitop
Uberprift.

—PIAS1
—PIAS1ASAP
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PIAS induziert die Sumoylierung einer zweiten Akzeptorstelle in p53

Bisher war als Modifikationsstelle in p53 nur das Lysin K386 bekannt. Zur Klarung der
Frage, ob die zweifach sumoylierten Formen von p53 (Abb. 9) aus der multiplen
Modifikation an der Hauptsumoylierungsstelle K386 resultieren oder ob PIAS die
Modifikation eines anderen Aminosaurerests in p53 induziert, wurde die Mutante p53
K386R auf eine eventuelle Modifikation getestet (Abb. 17). Ohne die Zugabe von PIAS
ist bei dieser Mutante in diesem System keine Sumoylierung mehr zu detektieren
(zweite Spur). Bei hoheren PIAS-Konzentrationen ist jedoch eine schwache SUMO-
Modifikation sichtbar (Spur 4 und 5). PIAS scheint also neben der SUMO-Konjugation
an Lysin K386 zusatzlich die Konjugation an einem weiteren Lysin zu induzieren.

PIASXB Abb. 17: PIASxp induziert in vitro die SUMO-
Modifikation eines zweiten Ziellysins in p53.
p53 wurde in vitro translatiert und mit dem
Reaktionsmix sowie wie angegeben GST-

Reaktionsmix . . . .

p53 K386R-SUMO — PIASxp in Konzentrationen von 10, 50 und
100 ng inkubiert. Die Sumoylierung wurde
p53 K386R — nach gelelektrophoretischer  Auftrennung

mittels Autoradiographie detektiert.

Substratspezifitat von PIAS-Proteinen

Um die Substratspezifitdt von PIAS-Proteinen zu untersuchen, wurden neben p53
weitere bekannte SUMO-Substratproteine als potenzielle PIAS-abhangige Substrate
untersucht.

Der als Protoonkogen fungierende Transkriptionsfaktor c-jun war bereits als SUMO-
Substrat bekannt. Als Hauptkonjugationsstelle wurde hierbei das Lysin K229 identifiziert
(Muller et al., 2000). Ein moglicher Einfluss von PIAS auf die Sumoylierung von c-Jun
wurde in einem in vitro-Modifikationsexperiment untersucht (Abb. 18). Hierzu wurde c-
Jun in vitro translatiert und in An- oder Abwesenheit von PIASxp einer in vitro-
Sumoylierung unterzogen. Neben dem Wildtyp-Protein wurde auch die Sumoylierung
der Einzelmutanten K229R und K257R sowie der Doppelmutante KK229, 257RR
untersucht. K257 liegt in einer weiteren yKxE-Konsensussequenz und kommt somit als
potenzielle zweite Sumoylierungsstelle in Betracht. Die Anwesenheit von PIAS zeigt
beim Wildtyp keine signifikante Induktion der monosumoylierten Form, jedoch tritt eine
zweite Bande hoheren Molekulargewichts auf, die die Modifikation mit zwei SUMO-
Einheiten reprasentiert, d. h. PIAS induziert auch hier die Modifikation mit einem
weiteren SUMO-Molekiil. Ubereinstimmend hiermit unterliegt eine Version von c-jun, die
in der Hauptsumoylierungsstelle K229 mutiert ist, nur noch einer schwachen
Modifikation mit SUMO, die nur in Anwesenheit von PIAS zu detektieren ist. Die an
dieser Nebenstelle SUMO-modifizierte Version von c-jun zeigt im Gel ein anderes
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Migrationsverhalten als die an K229 modifizierte Form. Eine Mutante, die in der zweiten
SUMO-Konsensusstelle in c-jun, K257, eine Mutation tragt, weist nur noch eine
prominente Bande, die die Sumoylierung der Hauptstelle K229 darstellt und nur maiig
durch PIAS induziert wird, auf; die zweite Bande, die im Wildtyp erscheint, ist jedoch
nicht mehr sichtbar. Eine Doppelmutante, die sowohl eine Mutation in der
Hauptkonjugationsstelle K229 als auch in der putativen Nebenkonjugationsstelle K257
tragt, wird erwartungsgemafy Uberhaupt nicht mehr sumoyliert. Somit scheint PIAS
praferentiell die Sumoylierung an Lysin K257 zu stimulieren. Dass die Position der
Modifikation einen Einfluss auf das Laufverhalten hat, wurde bereits fur andere
Substrate beobachtet und lasst sich vermutlich auf strukturelle Unterschiede, die auch
unter denaturierenden Bedingungen noch eine Rolle spielen, zurlckfuhren.

PIASXB PIASXB

Reaktionsmix e o o e o o
Abb. 18: c-jun wird in
c-Jun-sumo [ vitro an K229 und
—eunSUMO K957 sumoyliert. *°S-
cdun—| " — . - markiertes, in  vitro
translatiertes c-jun

c-Jun WT c-Jun K229R

sowie die jeweiligen
PIASXP PIASXP Punktmutanten  wur-
den in vitro sumoyliert
und nach gelelektro-
phoretischer  Sepa-
ration Uber  Auto-
radiographie visuali-
siert.
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c-Jun-SUMO —
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c-Jun K257R  c-Jun KK229, 257RR

In Zusammenarbeit mit der Gruppe von Prof. Stamminger wurde der Einfluss von PIAS
auf die Sumoylierung des CMV-Proteins IE2 untersucht. Das IE2-Protein wurde bereits
friher als Zielprotein von SUMO beschrieben (Hofmann et al., 2000). Daruber hinaus
konnte die Gruppe um Stamminger in einem Two-Hybrid-Interaktionsscreen in S.
cerevisiae Mitglieder der PIAS-Protein-Familie als Bindungspartner von |E2
identifizieren. Somit war |IE2 ein interessanter Kandidat zur Untersuchung einer PIAS-
abhangigen Sumoylierung. In einem in vitro-Modifikationsexperiment wird [E2 in
Abwesenheit von PIAS an zwei Stellen modifiziert (Abb. 19, Spur 2). Auch im Falle von
IE2 stimuliert PIAS praferentiell die Entstehung der zweifach und dreifach modifizierten
Form (Abb. 19, Spur 3 und 4). Das Auftreten weiterer Banden konnte auch hier
entweder ein Hinweis auf Kettenbildung an den identifizierten Akzeptorstellen K175 oder
K180 sein oder aus der Benutzung alternativer Lysinreste resultieren.
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Reaktionsmix ° ° °
PIASXB .
PIAST .
: T Abb. 19: PIASxf und
*m,, b e PIAS1  induzieren die
IE2-SUMO i A Sumoylierung von IE2. IE2

wurde in vitro translatiert
und modifiziert. Die Sumo-
ylierung wurde Uber Auto-
radiographie detektiert.

IE2 —
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In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Leutz wurde die Sumoylierung des
Transkriptionsfaktors C/EBPf getestet. Ausgangspunkt dieser Arbeiten waren ebenfalls
die Ergebnisse eines Two-Hybrid-Interaktionsscreens, bei dem PIAS als Interaktor von
C/EBPp identifiziert wurde. Abb. 20 zeigt die PIAS-abhangige Sumoylierung von
C/EBPp. Auch unter hohen Konzentrationen von Ubc9 (Spur 3) wird C/EBPf nicht
sumoyliert. Nach Zugabe von PIASxf oder PIAS1 tauchen zwei hdéhermolekulare
Banden auf, die die Modifikation mit einem bzw. zwei SUMO-Molekulen reprasentieren.
C/EBPp scheint also wie p53, c-jun und IE2 neben einer Hauptmodifikationsstelle noch
eine weniger benutzte Modifikationsstelle zu besitzen. In einer Mutante, die im Lysin
K156 eine Mutation zum Alanin tragt, ist nur noch eine schwache Bande zu sehen (Spur
9 und 10), die aus der Modifikation der Nebenstelle resultiert, wahrend das Lysin K156
die Hauptmodifikationsstelle zu sein scheint und daher die prominente Bande nicht mehr
auftaucht.

Reaktionsmix o o . . . . ° °
Ubc9 ° o0 ° ° ° o0 ° °
PIASxf . .

PIAS1 ° °

C/EBPB-SUMO [

C/EBPB — s

C/EBPB WT C/EBPf K156A

Abb. 20: PIAS induziert die Sumoylierung von C/EBPB. *°S-markiertes, in vitro
translatiertes C/EBPB wurde mit den Komponenten des SUMO-Systems, 10
oder 100 ng Ubc9 (durch einen bzw. zwei Punkte gekennzeichnet) und wie
angegeben mit 100 ng rekombinantem PIASxp oder PIAS1 inkubiert und die
Sumoylierung nach Gelelektrophorese tber Autoradiographie detektiert.
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Ferner wurden die Histone H2A, H2B und H3 als PIAS-sensitive SUMO-Substrate
identifiziert. In Abb. 21 sind in vitro-Experimente mit verschiedenen Konzentrationen an
Ubc9 gezeigt. PIASxg hat nur in Anwesenheit geringer Mengen Ubc9 einen
stimulierenden Effekt auf die Monosumoylierung von Histon H2A, H2B und H3. Bei
hoheren Konzentrationen ist hier keine Steigerung durch die Zugabe von PIASxp mehr
zu beobachten (vgl. jeweils Spur 3 und 5). Im Fall von Histon H2B induziert PIAS jedoch
auch in Anwesenheit hoher Konzentrationen von Ubc9 die Modifikation mit einem, im fall
von Histon H3 sogar mit zwei weiteren SUMO-Molekulen (vgl. b und c, jeweils Spur 3-5)

Reaktionsmix . . . . ° .
Ubc9
PIASxf

Histon-SUMO -

Histon -

H2A H2B

Abb. 21: PIAS induziert die Sumoylierung von Histonen. *°S-markiertes, in vitro
translatiertes H2A, H2B und H3 wurden mit dem Reaktionsmix in Ubc9-Konzentrationen
von 10 ng oder 100 ng und wie angegeben mit 100ng rekombinantem PIASxf inkubiert
und die Sumoylierung nach Gelelektrophorese Uber Autoradiographie detektiert.

Die obigen Daten sowie Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen zeigen, dass PIAS-Proteine
im Gegensatz zu Ubiquitin-Ligasen des RING-Typs deutlich weniger substratspezifisch
sind. Abb. 22 zeigt jedoch, dass PIAS-Proteine keine generellen stimulierenden
Faktoren im SUMO-System sind. Auf die Sumoylierung des Inhibitors des
Transkriptionsfaktors NF-xB, IkBa, des CMV-Proteins IE1 sowie Sp100, eine
Komponente von PML-Foci, nimmt PIAS keinen Einfluss.

Reaktionsmix o o o o o o Abb. 22: PIAS-Proteine haben
PIASxp . . o keinen generellen Einfluss auf
die  Sumoylierung.  *°S-mar-
kiertes, in vitro translatiertes
IkBa-SUMO - _SP100-sumMoO kBa, IE1 und Sp100 wurde in
IxBo. - ~ SsEmes|-SP100 vifro  sumoyliert, gelelektro-
phoretisch separiert und Uber
Sus Autoradiographie visualisiert.
IkBa IE1 SP100
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Automodifikation von PIAS

Eine Eigenschaft von Ubiquitin-E3-Ligasen des RING-Typs ist ihre Autoubiquitinierung.
Aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu PIAS-Proteinen wurden diese auf ihre Fahigkeit, sich
selbst in Abwesenheit anderer Substrate zu modifizieren, untersucht. Abb. 23 zeigt ein
in vitro-Experiment mit PIASxp als Substrat. Die hohermolekularen Banden indizieren
eine starke Selbstmodifikation mit SUMO. Die sumoylierungsdefiziente Mutante PIASx
C362S zeigt auch hier kaum mehr Aktivitat, kann jedoch nach Zugabe von exogenem,
rekombinantem Wildtyp-PIASxp zumindest wieder moderat sumoyliert werden.

R
¥
Reaktionsmix ° o o
Abb. 23: PIASxp katalysiert seine
eigene Modifikation in vitro. ¥s.
PIASx-SUMO . markiertes, in vitro translatiertes
e - PIASxp oder PIASxp C362S wurden
—— mit dem Reaktionsmix und wie
p|Asxﬁ_----- angegeben mit 100 ng GST-PIASxp
inkubiert

PIASxB PIASxp C362S

Um die in vivo-Relevanz der Automodifikation zu untersuchen, wurde ein Experiment in
Hela-Zellen durchgefuhrt. Hierzu wurde SV5-markiertes PIASxp zusammen mit SUMO
transfiziert und die Sumoylierung von PIASxp anhand eines gegen das SV5-Epitop
gerichteten Antikdrpers nachgewiesen. Abb. 24 zeigt, dass die Koexpression von SUMO
die SUMO-modifizierte Form von PIASxf induziert.

SUMO °

SV5-PIASxp e ° . . .
Abb. 24: PIASxp} katalysiert seine eigene

Modifikation in vivo. SV5-markiertes PIASxp
wurde in 293T-Zellen wie angegeben mit
SUMO kotransfiziert. 24 h nach Transfektion
wurden die Zellen in SDS-Probenpuffer lysiert
und die SUMO-Modifikation anhand eines
gegen das SV5-Epitop gerichteten Western
Blots analysiert.

PIASXB-SUMO [

PIASXp — [ W
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Interaktion von PIAS mit p53 und Ubc9

Monomere Ubiquitin-Ligasen des RING-Typs fungieren als Adapter, die Ubc’s an ihre
Substrate rekrutieren. Aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu Ubiquitin-Ligasen des RING-Typs
wurde die Bindung von PIAS-Proteinen mit p53 und mit Ubc9 untersucht. Die Interaktion
von p53 mit PIAS wurde in einem GST-Pulldown mit an GST fusioniertem und an
Sepharose gekoppeltem PIASxp bzw. PIAS1 und in vitro translatiertem, %3-markiertem
p53 getestet. (Abb. 25a). In Ubereinstimmung mit den bereits publizierten
Interaktionsstudien im Two-Hybrid-System der Hefe konnte eine Bindung von p53 an
GST-PIASxp und GST-PIAS1 gezeigt werden (Spur 3 und 4), wahrend mit GST
beladene Glutathion-Sepharose, die als Spezifitatskontrolle benutzt wurde (Spur 2),
ebenso wie das mit GST fusionierte Zinkfingerfragment von PIASxp nicht mit p53
interagieren  (Spur 6). Die Punktmutante PIASxpf C362S, die keine
Sumoylierungsaktivitat mehr aufweist, verhalt sich bezuglich der Interaktion mit dem
Substrat wie der Wildtyp (Spur 5); der Verlust der Sumoylierungsaktivitat beruht also
nicht auf einer fehlenden Interaktion. Als Negativkontrolle fur die Spezifitat diente
Luziferase (Abb. 25b), die nicht mit GST-PIAS interagiert. Die Interaktion von PIAS mit
seinem Substrat p53 ist relativ schwach, was eventuell auf eine transiente Interaktion
hindeutet.
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Abb. 25: p53 bindet an PIASxp und PIAS1. **S-markiertes, in vitro translatiertes
p53 (Abb. a) bzw. Luziferase als Negativkontrolle (Abb. b) wurde mit den
angegebenen GST-Fusionsproteinen inkubiert. Nach einer Gelelektrophorese
wurden die gebundenen Proteine durch Autoradiographie visualisiert. Der Input
betragt 20% des eingesetzten Materials.

Analog zur Interaktion von PIAS mit p53 wurde seine Interaktion mit Ubc9 in einem
GST-Pulldown getestet. An GST fusioniertes und auf Glutathion-Sepharose geladenes
Ubc9 interagiert mit in vitro translatietem PIASxp, wahrend GST alleine als
Negativkontrolle nicht an PIAS bindet (Abb. 26a, Spur 3 und 2). Bei Ubiquitin-Ligasen
des RING-Typs bindet meist die RING-Domane an die entsprechenden E2-Enzyme. Die
Mutante PIASxp C362S, die eine zerstorte RING-Domane besitzt, weist jedoch kein
verandertes Bindungsverhalten im Vergleich mit dem Wildtyp auf (Spur 7). Als
Positivkontrolle diente an Glutathion-Sepharose gekoppeltes GST-p53 (Spur 4 und 8),
als Negativkontrolle wieder Luziferase (Abb. 26b).
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> S A o Abb. 26: PIASxf bindet an Ubc9. *°S-
6’? R 9 F £

< markiertes, in vitro translatiertes PIASXg,

PIASxp C362S (a) oder Luziferase (b) als

“ —-— S Negativkontrolle wurden mit den ange-

; = gebenen GST-Fusionsproteinen beziiglich

ihrer Interaktion getestet. Der Input betragt
20% des eingesetzten Materials.

PIASXf PIASxp C362S Luziferase

Das SUMO/PIAS-System als Inhibitoren der p53-abhangige
Transkription

Die obigen in vitro- und in vivo-Experimente belegen eine Schllsselrolle von PIAS bei
der SUMO-Modifikation von p53. Um die funktionelle Konsequenz der Sumoylierung von
p53 zu verstehen und die Bedeutung von PIAS-Proteinen bei der Regulation der p53-
Aktivitat zu untersuchen wurden Reportergenexperimente durchgefuhrt, bei denen der
Einfluss des SUMO/PIAS-Systems auf die transkriptionelle Aktivitat von p53 untersucht
wurde.

Hierzu wurde ein Luziferasereportergen, das eine synthetische Bindungsstelle fur p53 in
seinem Promotor besitzt, alleine oder in Kombination mit p53, p53/SUMO, p53/PIAS
oder p53/SUMO/PIAS in Hela-Zellen transfiziert (Abb. 27). Die Expression von p53
induziert die Luziferase-Aktivitat um den Faktor 10. Die Koexpression von SUMO hat
einen leicht inhibierenden Einfluss auf die Aktivitat, wahrend die Uberexpression von
PIASxp oder PIAS1 die Aktivitat moderat inhibiert. Diese Inhibition wird durch die
zusatzliche Expression von SUMO deutlich verstarkt. Die Expression der Mutante
PIASxp C362S hingegen erhoht die Aktivierung von p53 geringfugig, d. h. die
Ligaseaktivitat wird fur die Repression bendtigt. Nachdem p53 unter den gewahlten
experimentellen Bedingungen stark sumoyliert ist, liegt die Vermutung nahe, dass die
Repression der Transaktivierung eine Folge der SUMO-Modifikation ist. Um dies zu
klaren, wurde ein analoges Experiment mit der in der Hauptkonjugationsstelle nicht
mehr modifizierbaren Mutante p53 K386R durchgefiihrt. Ubereinstimmend mit
publizierten Daten zeigt diese Mutante eine geringflgig hohere Basalaktivitat als der
Wildtyp. Unerwarteterweise reprimiert die Koexpression von SUMO und PIAS das
Transaktivierungspotenzial der Mutante K386R unverandert zum Wildtyp. Die
Repression scheint also keine direkte Folge der SUMO-Modifikation an Lysin K386 zu
sein. Somit sind drei Szenarien denkbar: Zum einen die PIAS-induzierte Sumoylierung
anderer Faktoren, die dann indirekt die Inhibierung verursachen; zum anderen kdnnte
jedoch auch die in Abb. 9 gezeigte, von PIAS induzierte Sumoylierung alternativer
SUMO-Akzeptorstellen fur die Repression ausreichend sein; schliel3lich besteht die
Moglichkeit, dass die Repression auf der gefundenen Autosumoylierung von PIAS
beruht (s. Abb. 23, 24)
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180 Abb. 27: Das SUMO/PIAS-System
160 | inhibiert die transkriptionelle Aktivitat
140 B von p53. Hela-Zellen wurden mit dem
120/ pRGC-Luziferase Reporterkonstrukt,
100 das eine p53-Bindestelle in seinem

Promotor aufweist, zusammen mit
den angegebenen Konstrukten
transfiziert. Die Werte reprasentieren
den Durchschnitt von vier un-
abhangigen Experimenten mit Trans-
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relative Luziferaseaktivitat
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0 fektionen in Triplikaten nach Nor-
p53 © 06000 000 malisierung anhand der internen
p53 K386R b Kontroll-Renilla-Luziferaseaktivitat.
SUMO ° e o 0 ° o 0o o . i . .

PIAS1 . . o o Die Aktivitaten sind relativ zur p53-
PIASxp ° ° ° ° induzierten Promotoraktivitat, die auf
PIASxpB C362S . . ° . 100 gesetzt wurde.

Obige Ergebnisse sprechen zwar einerseits fur eine negativ regulatorische Funktion des
SUMO/PIAS-Systems auf die Aktivitat von p53, andererseits konnten sie nicht
beantworten, in wieweit dies direkt aus der Sumoylierung von p53 resultiert. Eine
Moglichkeit, den Effekt von SUMO auf die Aktivitat eines Transkriptionsfaktors direkt zu
untersuchen, ist die lineare Fusion von SUMO an sein Substrat. SUMO wird uber einen
flexiblen Linker an das Zielgen fusioniert. Hiermit soll iber den beweglichen Linker eine
an das Substrat konjugierte SUMO-Einheit nachgestellt werden. p53 sollte sich fur diese
Pseudo-Modifikation eignen, da die Hauptsumoylierungsstelle K386 am aulleren C-
Terminus liegt und somit eine C-terminal fusionierte SUMO-Einheit die naturliche
Situation zumindest annahernd widerspiegelt. Ein entscheidender Vorteil an diesem
experimentellen System ist jedoch, dass man keine Mischpopulationen von
sumoyliertem und unsumoyliertem Substrat mit unklarem und in verschiedenen
Experimenten u. U. variierendem Verhaltnis untersucht, sondern komplett
unsumoyliertes mit komplett sumoyliertem Substrat vergleichen kann. Sowohl an
Wildtyp-p53 als auch an die in der Hauptkonjugationsstelle K386 mutierte Variante
wurde ein SUMO-Molekul fusioniert. Als Kontrolle diente eine Fusion mit Ubiquitin, die
eine ahnliche Struktur wie p53-SUMO aufweisen sollte. Diese Konstrukte wurden
zusammen mit einem Luziferasereportergen mit einer synthetischen Bindungsstelle fur
p53 in seinem Promotor in Hela-Zellen transfiziert und der Einfluss des kunstlich
fusionierten SUMO-Molekuls auf das Transaktivierungspotenzial von p53 untersucht
(Abb. 28). Der Wildtyp induziert wie erwartet die Luziferase-Aktivitat. Ebenfalls etabliert
ist das leicht erhohte Transaktivierungspotenzial der in der Hauptstelle nicht mehr
sumoylierbaren Mutante p53 K386R von ca. 130%. Beide SUMO-Fusionen hingegen
zeigen eine deutlich reduzierte Aktivitat von ca. 30%. Die SUMO-Fusion an den Wildtyp
inhibiert die Transkription erwartungsgemal} etwas starker als die Fusion an die K386R-
Mutante. Die Ubiquitin-Fusion inhibiert die Transkription im Vergleich mit dem Wildtyp
nur geringfugig (95%), was gegen eine generelle Inhibierung der Aktivitat von p53 als
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Folge struktureller Konsequenzen durch die Fusion spricht. Aulerdem zeigen Western
Blot- Experimente, dass die Unterschiede nicht aus unterschiedlichen
Expressionsniveaus resultieren. So werden die weniger aktiven SUMO-Fusionsproteine
sogar geringfugig hoher exprimiert als Wildtyp p53, wahrend das Ubiquitin-
Fusionsprodukt vermutlich aufgrund einer erhdhten proteasomalen Degradationsrate
adaquat zur geringfugigeren Inhibition auch etwas schwacher exprimiert ist.
Zusammengenommen sprechen diese Ergebnisse fur eine inhibitorische Rolle von
SUMO, auch wenn zu bedenken ist, dass es sich hier nicht um eine SUMO-Konjugation
Uber eine Isopeptidbindung an die natirliche Akzeptorstelle handelt, sondern um eine
lineare Fusion der SUMO-Einheit Uber eine gewohnliche Peptidbindung.

Abb. 28: SUMO reprimiert
die transkriptionelle
Aktivitat von p53. Hela-
Zellen wurden mit den
angegebenen Konstrukten
transfiziert und die
Luziferaseaktivitat 48h
“ I nach  Transfektion ge-
o - messen. Die Aktivitat von
p53 wurde auf 100%
75kDa — -—_— gesetzt. In einem Western
—— Blot gegen p53 wurde die

Expression aller Kon-
50kDa — | S - .
2 strukte Uberprift (unten).

relative Luziferaseaktivitét

o-p53

PIAS-Proteine als transkriptionelle Koregulatoren

Die Ergebnisse der Repression von p53 durch PIAS unabhangig von der Sumoylierung
an Lysin K386 lassen einen generellen repressiven Effekt von PIAS auf die
Transkription vermuten. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden die
verschiedenen PIAS- Formen mit der DNA-Bindungsdomane des Transkriptionsfaktors
GAL4 aus S. cerevisiae fusioniert und ihr Einfluss auf die Aktivitat eines
Luziferasereportergens untersucht, das eine GAL4-Bindungsstelle in der Promotorregion
enthalt. Es wurden drei verschiedene Reportergene benutzt, die zusatzlich zur
Bindungsstelle GAL4 virale oder zellulare Promotorsequenzen, wie den Thymidin-
Kinase-Promotor, die TATA-Box oder den SV40-Promotor enthalten. 48 h nach
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Transfektion wurden die Luziferaseaktivitditen gemessen. Abb. 29 zeigt, dass die
Expression von Proteinen der PIAS-Familie die Transkription von allen drei getesteten
Promotoren signifikant inhibiert. So wird der TK-Promotor durch die Expression von
PIAS1 oder PIASy ca. um den Faktor drei bzw. funf reprimiert, PIASxp dagegen zeigt
keine Anderung in der transkriptionellen Aktivitdt an diesem Promotor. Die Mutante
PIAS1 C351S, die keine Ligaseaktivitat mehr besitzt, reprimiert die Transkription an
diesem Promotor unverandert zu PIAS1, die Ligaseaktivitat scheint bei der Repression
also keine essentielle Rolle zu spielen. Bei Verwendung des TATA-Promotors
reprimieren PIAS1, PIASxp sowie PIASy die transkriptionelle Aktivitat ca. um den Faktor
funf, die Mutante PIAS1 C351S hingegen nur um den Faktor zwei. Im Fall des SV40-
Promotors fallt die Repression geringer aus: PIAS1 und PIAS1 C351S reprimieren ca.
um den Faktor zwei, wahrend PIASxf nur noch sehr schwach reprimiert. Eine
Ausnahme bei diesem Promotor bildet PIASy mit einer Repression um den Faktor funf.
Zusammengenommen werden der TK- und der TATA-Promotor relativ stark, der SV40-
Promotor hingegen nur moderat reprimiert. Dies deutet auf eine Promotorspezifitat bei
der transkriptionellen Repression durch PIAS-Proteine hin. Die Ergebnisse zeigen
Durchschnittswerte aus funf unabhangigen Experimenten.

o
o,ga" Abb. 29:  PIAS-Proteine
4} o %-\39 ) reprimieren die Transkription.
W @V Q¥ Q¥ Q¥ Hela-Zellen wurden mit einer

Fusion aus der DNA-Binde-
domane des Transkriptions-
faktors GAL4 aus S. cerevisiae
und PIAS sowie zusatzlich mit
I [ | - Luziferasereportergenen unter
den angegebenen Promotoren
transfiziert. Das die GAL4-

I PIAS-Fusion exprimierende

TK-Promotor

TATA-Promotor  Konstrukt enthalt zusétzlich
noch das Luziferasegen von
Renilla reniformis zur internen
Normalisierung. 48 h nach
Transfektion wurden die

SV40-Promotor  Luziferaseaktivitaten ge-
messen. Die GAL4-Aktivitat
wurde auf 100 gesetzt.

relative Luziferaseaktivit it

Zusammengenommen belegen diese Experimente, dass alle Mitglieder der PIAS-
Familie abhangig vom jeweiligen Promotor als transkriptionelle Inhibitoren fungieren.
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Die Repression durch transkriptionelle Koregulatoren wird haufig Uber eine Rekrutierung
von histonmodifizierenden Enzymen wie HDAC's vermittelt. Ein Mechanismus fur die
repressorischen Eigenschaften von PIAS kdnnte somit eine HDAC-vermittelte Inhibition
der Transkription sein. Eine mogliche Interaktion beider Proteine wurde in einem GST-
Pulldown-Experiment mit **S-markiertem, in vitro translatiertem PIAS1, 3, Xp und vy
sowie bakteriell exprimiertem und gereinigtem, auf Glutathion-Sepharose geladenem
HDAC1 getestet. In Abb. 30 ist zu sehen, dass alle PIAS-Formen mit HDAC1 zumindest
in vitro interagieren. Die in obigen Experimenten beobachtete transkriptionelle
Repression konnte daher aus der Interaktion von PIAS mit HDAC-1 resultieren.
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Abb. 30: PIAS-Proteine interagieren mit HDAC1 in vitro. ®S-markierte, in vitro
translatierte PIAS-Proteine bzw. Luziferase als Negativkontrolle wurden mit auf
Glutathion-Sepharose geladenem GST bzw. GST-HDAC1 inkubiert. Nach einer
Gelelektrophorese wurden die gebundenen Proteine durch Autoradiographie visualisiert.

Biochemische Identifikation neuer Interaktionspartner von PIAS-
Proteinen

Zur weiteren Charakterisierung von PIAS-Proteinen sollte in dieser Arbeit versucht
werden, neue zellulare Bindungspartner von PIAS zu isolieren und zu identifizieren.
Hierzu wurde ein biochemischer Ansatz gewahlt, bei dem Flag-markierte Formen von
PIASy und PIASxp in 293T-Zellen in praparativem Malstab transient transfiziert und
anschliellend mittels einer Flag-Reinigung unter nativen Bedingungen aufgereinigt
wurden. Unter diesen Bedingungen sollten neben PIAS auch PIAS-assoziierte Proteine
isoliert werden. Die an die Affinitatssaule gebundenen Komplexe wurden mit einem
Uberschuss an Flag-Peptid eluiert, elektrophoretisch separiert und mit Coomassie
gefarbt. Spezifische Banden wurden ausgeschnitten, trypsinverdaut und die Peptide
massenspektrometrisch  analysiert. Als Negativkontrolle diente eine parallele
Aufreinigung aus einem Lysat Flag-exprimierender Zellen, die mit dem Leervektor
transfiziert waren. Abb. 31 zeigt eine Fraktion des Pulldowns mit Flag-PIASy. Eine
Datenbankrecherche identifizierte die prominenteste Bande bei ca. 70 kDa als das Bait
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PIASy (theoretisches Molekulargewicht 64 kDa), die schwache Bande bei 110 kDa als
PARP-1 (116 kDa), die Bande bei 80 kDa als Ku80 (80 kDa) und bei 70 kDa knapp
unter PIASy als Ku70 (70 kDa) (Peptidabdeckung s. Anhang).

Neben diesen prominenten Banden wurden noch weitere Banden ausgeschnitten und
analysiert, die aufgrund ihrer geringen Intensitat nicht dokumentiert werden konnten
(Tab. 2). Darunter befanden sich auch bereits publizierte Interaktoren (in rot), was ein
Beleg fur die erfolgreiche Anwendung der gewahlten Methode ist.

Die koprazipitierten Proteine des Pulldowns mit PIASxf zeigt Tab. 2. Hierbei wurden
ebenfalls Ku70, nicht jedoch Ku80 und PARP-1, sowie weitere denen von PIASy
distinkte Bindungspartner identifiziert.

In der Negativkontrolle tauchte eine reproduzierbare Bande bei 60 kDa auf, die sich als
PRMTS identifizieren lie. Weitere Experimente hierzu ergaben, dass dieses Protein mit
dem Flag-Peptid interagiert (Daten nicht gezeigt).

Tab. 2: Interaktoren von PIASy

Flag-PIASy Flag-PIASxp und PIASXB. Alle Proteine
MITF PHD finger protein 16 wurden  mittels  Massen-
NRF Zinc finger protein 624 spektrometrie identifiziert. Hell-
c-myb TRF-1 grau markierte Proteine
. T wurden bereits in der Literatur
Aryl-hydrocarbon Mineralkortikoid Rezeptor als PIAS-assoziierte Proteine
interacting protein beschrieben.
\\0
<
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Abb. 31: Anreicherung von PIAS-Interaktoren. 293T-

100 — < PARP-1 Zellen wurden mit einer Flag-markierten Version von
PIASy transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die

75— <+ Kugo Zellen unter nativen Bedingungen lysiert und das
.“P'ASV Lysat auf eine Flag-Agarosesaule geladen. Nach

<« Ku70 acht Waschschritten wurden die gebundenen

50— Proteine mit einem Uberschuss von Flag-Peptid

eluiert und in Fraktionen gesammelt. Die Proben
wurden denaturiert und Uber Gelelektrophorese
aufgetrennt.

Im folgenden sollte die Interaktion von PIASy mit den prominentesten Bindungspartnern
Ku70, Ku80 und PARP-1 naher untersucht werden.

Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse wurden mittels eines gegen die
angegebenen Proteine gerichteten Western Blots von einer Fraktion des Eluats
verifiziert. In Abb. 32 ist zu sehen, dass die Eluate sowohl der PIASy- als auch der
PIASxp-Affinitatsreinigung Ku70, Ku80 und PARP-1 enthalten.
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Abb. 32: Die massenspektro-
Ku70 — S R | c-Ku70 metrischen Daten wurden an-

hand eines Western Blots

verifiziert. Einzelne Fraktionen
Ku80 — a-Ku80 des PIASxp- sowie des PIASy-
Pulldowns wurden elektro-

phoretisch separiert und mit den

L angegeben Antikorpern die mit
PARP-1— —— M | o-PARP-1  PIAS  assozilerten  Proteine

detektiert.

Des weiteren wurde eine Koimmunprazipitation von Flag-PIASy und endogenem Ku70,
Ku80 und PARP-1 in 293T-Zellen durchgefuhrt. Abb. 33 zeigt, dass sich alle drei
Proteine mit transfiziertem, Flag-markierten PIASy koimmunprazipitieren lassen. Im
unteren Teil der Abbildung wurde die Effizienz der Immunprazipitation mittels eines
Western Blots gegen das Flag-Epitop Uberpruft.

Abb. 33: PIASYy interagiert
a-Ku70 mit  Ku70, Ku80 und
PARP-1 in vivo. 293T-
Zellen wurden mit einer
Flag-markierten  Version
von PIASy ftransfiziert.
Nach Zelllyse unter
nativen Bedingungen wur-
de PIASy mit o-Flag-
Agarose préazipitiert. Die
an PIASy gebundenen
Proteine  wurden nach
gelelektrophoretischer Auf-
trennung mit den an-
a-flag gegebenen  Antikdrpern

detektiert.

a-Ku80

a-PARP-1

Transfektion - flag-PIASYy

In Abb. 34 ist zu sehen, dass PIAS-Proteine auch in vitro mit PARP-1 und Ku70
interagieren. Bakteriell exprimiertes und gereinigtes, mit GST fusioniertes und an
Glutathion-Sepharose gekoppeltes PIASxp und PIASy wurden mit in vitro translatiertem,
*S-markietem PARP-1 bzw. Ku70 inkubiert und gebundene Proteine nach
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Gelelektrophorese mittels Autoradiographie detektiert. PARP-1 und Ku70 interagieren
mit beiden PIAS-Formen, wobei die Interaktion zwischen PIASy und Ku70 in diesem
Experiment unerwartet schwach ist. Beide Proteine interagieren auch mit den PIASy-
Mutanten ASAP, der die DNA-bindende SAP-Domane fehlt und C341S, die eine
mutierte Zinkfinger-Domane besitzt und daher keine Ligaseaktivitat mehr aufweist. Mit
nur mit GST beladener Glutathion-Sepharose als Spezifitatskontrolle des Experiments
interagieren die Proteine nicht. Als Negativkontrolle diente Luziferase, die mit keinem
der Proteine interagiert.

g &
a & o &

s . &g\v L &g\v&ﬂ\ Abb. 34: PIAS-Proteine inter-

RS P I N agieren mit PARP-1 und Ku70 in

vitro.  *°S-markiertes PARP-1

PARP — |« ot et i bzw. Ku70 wurden mit den
; angegebenen GST-Fusions-
proteinen inkubiert und nach

KU70 — il & e Sedimentation und gelelektro-

e : B o phoretischer Auftrennung die

gebundenen  Proteine  durch

— - Autoradiographie detektiert. Als

Luziferase — | i L - Negativkontrolle diente
AR Luziferase.

Ku70 und Ku80 sind SUMO-Substrate in vitro

Die im Pulldown identifizierten PIAS-Interaktoren Ku70 und Ku80 wurden auf
Modifikation mit SUMO getestet. In einem in vitro-Experiment mit in vitro translatiertem
Ku70 bzw. Ku80 wird Ku70 an einer Stelle mit SUMO modifiziert (eine hdhermolekulare
Bande), wahrend Ku80 anscheinend mit mehreren SUMO-Molekullen versehen wird
(drei hhermolekulare Banden) (Abb. 35).
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Reaktionsmix L U Abb. 35: Ku70 und Ku80

werden in vitro sumoyliert. ¥s.
markiertes, in vitro trans-

}Kuso-sumo latiertes Ku70 und Ku80
wurden mit rekombinantem E1,
Ubc9 und SUMO inkubiert.

— Ku80 Nach denaturierender Gel-
elektrophorese  wurde die
SUMO-Modifikation anhand
von Autoradiographie  de-
tektiert.

Ku70-SUMO —
Ku70— -

Ku70 Ku80

SUMO-Modifikation von PARP-1

Die Interaktion von PIAS mit PARP-1 legt die Moglichkeit nahe, dass auch PARP-1 ein
SUMO-Substrat ist. Ferner wurde Ubc9 bereits als Bindungspartner von PARP-1
beschrieben. Um die SUMO-Modifikation von PARP-1 zu untersuchen, wurde PARP-1
in vitro translatiert und modifiziert. Bei hoherer Ubc9 Konzentration unterliegt PARP-1
einer drastischen Sumoylierung mit mehreren hohermolekularen Banden, wobei sich
auch hier die Frage stellt, ob diese Banden aus SUMO-Ketten an einer
Modifikationsstelle oder aus Monosumoylierung an verschiedenen Modifikationsstellen
resultieren (Abb. 36a). Vorstellbar ist auch eine Variante mit SUMO-Ketten an einer
Stelle und Monosumoylierung an einer oder mehreren anderen Stellen.

Bei niedrigerer Ubc9-Konzentration ist ein stimulierender Effekt von PIAS auf die
Sumoylierung zu erkennen (Abb. 36b).

a b PIASXp
Reaktionsmix ° . ° .
E - | | PARP-1-SUMO
pr— wooin B
- S B B8 B8 | pARP-1
Ubc9 + +++

Abb. 36: PARP-1 wird in vitro sumoyliert. *°S-markiertes, in vitro translatiertes PARP-1
wurde mit rekombinantem E1 und SUMO sowie ATP und hohen (a) oder niedrigen (b)
Konzentrationen an Ubc9 (100 bzw. 10 ng) und wie angegeben mit PIASxf} inkubiert. Nach

denaturierender Gelelektrophorese wurde die Modifikation mittels Autoradiographie
analysiert.
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Hohe Konzentrationen an Ubc9 scheinen fur die Sumoylierung von PARP-1
ausreichend zu sein. Bei diesem Experiment kann jedoch die Anwesenheit von PIAS
oder anderen E3-ahnlichen Faktoren im Retikulozytenlysat nicht ausgeschlossen
werden. Daher wurde ein analoges in vitro-Experiment mit rekombinantem, aus
Insektenzellen gereinigtem PARP-1 durchgefuhrt. Abb. 37 zeigt, dass rekombinantes
PARP-1 im Gegensatz zu p53 ohne Zugabe von PIAS durch Ubc9 SUMO-modifiziert
wird. Die Sumoylierung von PARP-1 scheint also nicht zwingend von PIAS abhangig zu
sein, vielmehr fungiert PIAS hier als stimulierender Faktor der Modifikation. Allerdings
muss erwahnt werden, dass PARP-1 in diesem Fall in Insektenzellen exprimiert wurde.
Es besteht also die Mdglichkeit, dass bei der Aufreinigung das verwandte und damit
moglicherweise auch in Saugern funktionelle PIAS-Homolog aus Insekten in nicht
detektierbaren, jedoch ausreichenden Mengen als Kontaminante mit aufgereinigt wurde.

SUMO

Abb. 37: Rekombinantes PARP-1 wird

ohne die Zugabe von PIAS mit SUMO
PARP-1-SUMO  modifiziert. 100 ng PARP-1 wurden in
Anwesenheit von E1 und Ubc9 in vitro
modifiziert. Nach gelelektrophoretischer
Auftrennung wurde die Sumoylierung
Uber einen gegen PARP-1 gerichteten
Western Blot detektiert.

— PARP-1

a-PARP-1

Um die Modifikation von endogenem PARP-1 in vivo zu demonstrieren, wurden 293T-
Zellen mit SUMO oder einer His-markierten Version von SUMO transfiziert. 48 h nach
Transfektion erfolgte nach einer Lyse unter denaturierenden Bedingungen ein Nickel-
Pulldown. Hierzu wurden die Lysate mit Ni-NTA-Agarose inkubiert, um spater His-
SUMO-PARP-1-Konjugate zu reinigen. Die prazipitierten Proteine wurden in SDS-
Probenpuffer aufgenommen und mittels eines Western Blots mit einem gegen PARP-1
gerichteten Antikorper detektiert. Fur die Gesamtextrakte wurden samtliche Proteine aus
einem Aliquot der Lysate TCA-prazipitiert. In den Gesamtextrakten (Abb. 38, unten) sind
in Spur 2 und 3 zusatzlich zur Hauptbande bei ca. 110 kDa von nichtmodifiziertem
PARP-1 jeweils sehr schwache Banden bei ca. 130 kDa zu sehen, die die Modifikation
von PARP-1 mit SUMO bzw. His-SUMO darstellen. Nur die mit His-SUMO modifizierte
Form von PARP-1 kann im Pulldown prazipitiert werden (Abb. 38, oben, Spur 3).
Unterhalb der prominenteren Bande bei 130 kDa taucht noch eine schwachere Bande
auf, die im Gesamtextrakt nicht detektiert wird. Diese Bande reprasentiert eine
Modifikation mit SUMO an einer anderen Modifikationsstelle.
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Abb. 38: PARP-1 wird in vivo mit SUMO
modifiziert. 293T-Zellen wurden mit SUMO oder
einer His-markierten Version von SUMO
] His-SUMO-PARP-1  transfiziert. 48h nach Transfektion wurde ein
Nickel-Pulldown unter denaturierenden
Bedingungen durchgefiihrt. Die prazipitierten
Proteine wurden uber einen gegen PARP-1

— His-SUMO-PARP-1

— SUMO-PARP-1 gerichteten Western Blot detektiert. Der Input
| betragt 20%, hierfir wurden parallele
— PARP-1 Transfektionsansatze direkt in SDS-

Probenpuffer lysiert.

a-PARP-1

Identifizierung der Haupt-Sumoylierungsstellen von PARP-1

Da PARP-1 mit 116 kDa ein relativ gro3es Protein mit entsprechend vielen Lysinen ist,
wurden einzelne Fragmente, die den funktionellen Doméanen entsprechen (Abb. 40), auf
ihre Modifikation mit SUMO getestet, um die Region des oder der Akzeptorlysine
einzugrenzen. Abb. 39 zeigt, dass sowohl das N-terminale Fragment (DNA-
Bindedomane, AS 1-372) als auch das angrenzende Fragment (BRCT- und
Automodifikations-Domane, AS 373-524) mit SUMO modifiziert werden. Es tauchen drei
bzw. zwei hohermolekulare Formen auf, die entweder SUMO-Ketten oder
Modifikationen an verschiedenen Lysinen reprasentieren. Die C-terminalen Fragmente
(AS 525-656 und 525-1014) zeigen keine Sumoylierung.

Reaktionsmix ° ° ° ®  Abb. 39: Sumoylierung der DNA-

Bindedomane und der Auto-
modifikationsdomane von PARP-1 in
vitro. Die >°S-markierten Fragmente
wurden in vitro translatiert und in
Anwesenheit von E1, Ubc9, SUMO und
ATP inkubiert. Die Modifikation wurde
nach gelelektrophoretischer Auftrennung
mittels Autoradiographie detektiert.

s i s mto o i, i s _;__;__M
As [ 1372 1 [373-524 | [ 525-656 | [525-1014 |
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DNA-Bindungs- Automodifikations- katalytische Domane
domane domane
I |
N P \ 1 -
AS 1 « v - v - aktives 1014
Zn2+finger- NLS BRCT-Domaéne Zentrum
Module T

Spaltung durch Caspasen

Abb. 40: Struktur von PARP-1: Das Protein 1aRt sich in vier funktionelle Domanen unterteilen:
die N-terminale DNA-bindende Doméane (AS 1-372) mit zwei Zink-Finger-Strukturen, gefolgt von
einer BRCT-Domane (AS 373-524) und der Uberlappenden Automodifikationsdomane (AS 525-
656). Am C-Terminus befindet sich die katalytische Domane (AS 525-1014) mit dem aktiven
Zentrum.

Im folgenden wurde versucht in den beiden modifizierten Fragmenten die Ziellysine zu
identifizieren. Hierzu wurden diverse Lysine, die sich innerhalb der Konsensussequenz
YKXE befinden, zu Argininen mutiert. Das Akzeptorlysin im N-terminalen Fragment ist
das Lysin an Position 203. Das in vitro translatierte Fragment mit einer Punktmutation
des Lysins K203 zu Arginin wird nicht mehr modifiziert (Abb. 41, Spur 4). Die Tatsache,
dass im Wildtyp drei hohermolekulare Formen auftauchen, legt die Vermutung nahe,
dass Lysin K203 zumindest in vitro polysumoyliert wird. Im angrenzenden Fragment (AS
373-524) wurde das Lysin K486 als Akzeptorlysin identifiziert. Eine Einzelmutante, die
die Mutation K486R tragt, zeigt jedoch noch immer eine schwache Sumoylierung (Abb.
41, Spur 8). Hier liegt also die Vermutung nahe, dass sich in diesem Fragment zwei
Lysine befinden, die einer Monosumoylierung unterliegen, vermutlich die praferentiell
benutzte Hauptmodifikationsstelle Lysin K486 sowie eine weniger benutzte
Nebenmodifikationsstelle.

Reaktionsmix ° ° ° °

Abb. 41: PARP-1 wird an Lysin K203
und Lysin K486 sumoyliert. Die

beiden Fragmente sowie ihre
m- — Punktmutanten wurden in Vvitro
' translatiert und sumoyliert. Nach
denaturierender  Gelelektrophorese
— wurde die SUMO-Modifikation mittels

Wt K203R =~ WT K486R Autoradiographie detektiert.

PARP-1 AS 1-372 PARP-1 AS 373-524
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Die beiden SUMO-Akzeptorstellen wurden im folgenden im Volllangenprotein mutiert
und dieses in vitro modifiziert (Abb. 42). Die Mutante PARP-1 K203R wird noch von zwei
SUMO-Molekulen modifiziert, PARP-1 K486R mit drei. Die Doppelmutante PARP-1
KK203, 486RR zeigt wie erwartet noch eine Modifikation mit einem SUMO-Molekaul.

Reaktionsmix ° ° ° °

Abb. 42: PARP-1 wird in vitro an
den Lysinen K203, K486 sowie
einer weiteren Stelle sumoyliert.

Ketten an K203? [

K486und ? — | . PARP-1 und die entsprechenden
K203 — . Mutanten wurden in vitro
— — R— - translatiert und modifiziert, nach

Gelelektrophorese erfolgte die
wT K203R K486R  KK203, 486RR Analyse Uber Autoradiographie.

Zur Verifikation der in vitro-Daten wurden die verschiedenen Mutanten als Myc-
markierte Versionen in Hela-Zellen transfiziert und mit SUMO koexprimiert (Abb. 43). Im
Wildtyp sind zwei hohermolekulare Banden zu sehen, von denen die untere deutlich
schwacher ist. Diese Bande reprasentiert die Modifizierung am Lysin K203, da sie in der
entsprechenden Mutante verschwindet. Die obere Bande wird nach Mutation des Lysins
K486 deutlich schwacher. Diese Bande setzt sich vermutlich aus monosumoylierten
Formen von PARP-1 an Lysin K486 und einem weiteren, nicht identifizierten Lysin
zusammen.

Konsistent mit den Einzelmutanten verhalt sich die Doppelmutante, die nur noch eine
schwache Bande des hoheren Molekulargewichts aufweist.
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Myc-PARP-1 ° [ ° o °
SUMO

- | +—K486 und ?
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=
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K203 —|
PARP-1 —45
| kurze Exposition

K203, K486 und ? —» - -
K486 und ‘7 i & -
K203 —’ ’
PARP-1
lange Exposition

K203R K486R  KK203, 486RR

o-myc

Abb. 43: PARP-1 wird in vivo an Lysin K203, K486 sowie einer weiteren Stelle
sumoyliert. 293T-Zellen wurden mit einer myc-markierten Version von PARP-1
sowie wie angegeben mit SUMO transfiziert. 48 h nach Transfektion erfolgte die
Lyse in SDS-Probenpuffer, eine Gelelektrophorese und die Detektion mittels eines
gegen das myc-Epitop gerichteten Antikdrpers im Western Blot.

Die Natur der hohermolekularen Banden als SUMO-modifiziertes PARP-1 wurde
zusatzlich durch einen Nickel-Pulldown verifiziert. Hierzu wurden myc-markierte
Versionen des Wildtyps sowie der entsprechenden Mutanten zusammen mit entweder
SUMO oder einer His-markierten Version von SUMO in 293T-Zellen transfiziert. 48 h
nach Transfektion wurden die Zellen unter denaturierenden Bedingungen
aufgeschlossen und nach Inkubation mit Ni-NTA-Agarose die prazipitierten Proteine
mittels eines gegen das myc-Epitop gerichteten Western Blots detektiert. Abb. 44 zeigt
in der linken Spalte jeweils die Gesamtzellextrakte, in der rechten Spalte die
dazugehdrigen Nickel-Prazipitationen. Im Wildtyp werden nach der Transfektion mit His-
SUMO drei hdhermolekulare Banden prazipitiert (Bande 3, 4 und 5). Im Gesamtextrakt
ist zu erkennen, dass Bande 3 und 4 im Gegensatz zu den Banden 1 und 2, die nach
Transfektion mit unmarkiertem SUMO erscheinen, aufgrund des His-Epitops leicht nach
oben verschoben sind. Aufgrund der Anreicherung der His-SUMO-modifizierten PARP-
1-Molekule im Nickel-Pulldown ist zusatzlich die Bande 5 zu erkennen, die mehrfach
modifiziertes PARP-1 reprasentiert. In der Mutante PARP-1 K203R taucht nur noch die
Bande 3 auf, die aus der Mono-Modifikation an Lysin K486 sowie an einem bisher nicht
identifizierten Lysin innerhalb der Automodifikationsdomane resultiert.
Dementsprechend ist diese Bande (3x) in der Mutante K486R weniger prominent, die
Bande 4 wird in dieser Mutante jedoch prazipitiert. In der Doppelmutante kann die
Bande 4 nicht mehr prazipitiert werden, die Bande 3x reprasentiert die Modifikation an
der unbekannten Stelle.
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Gesamtzellextrakte Ni-Prézipitationen

SUMO °
His-SUMO )

Abb. 44: Die hohermolekularen
Banden entsprechen einer Modi-
fikation mit SUMO. 293T-Zellen
wurden mit PARP-1 sowie den
angegeben Mutanten und wie an-
gegeben mit SUMO bzw. einer His-
markierten Variante von SUMO
transfiziert. 48 h nach Transfektion
K203R wurde ein Nickel-Pulldown unter
denaturierenden Bedingungen
durchgefiihrt. Die linke Spalte zeigt
die Gesamtzellextrakte (10% des
eingesetzten Materials), rechts sind
K486R die zugehdrigen Nickel-Prazipitate zu
sehen. Die mit einem Stern
gekennzeichnete Bande auf Hoéhe
des unmodifizierten PARP-1 in den
Pulldowns stellt Hintergrund infolge
KK203,486RR der hohen Expression sowie der

klebrigen Eigenschaften von PARP-1

dar.

Einfluss der Sumoylierung von PARP-1 auf die DNA-Bindung und die
Interaktion mit PIAS sowie XRCC-1

Eine identifizierte Sumoylierungsstelle, das Lysin K203, befindet sich in der DNA-
Bindungsdomane von PARP-1 (Abb. 45).

DNA-Bindungs- Automodifikations- katalytische Doméane
domane domane

AS 1 1014
(k203> 2 D

Abb. 45: SUMO-Modifikationen von PARP-1: Ziellysin K203 befindet sich innerhalb der
DNA-Bindungsdomane, K486 innerhalb der Automodifikationsdoméane, in der auch die
noch unbekannte SUMO-Akzeptorstelle (dunkelgelb) liegt.
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Daher ist ein Einfluss auf die DNA-Bindung von PARP-1 durch eine Modifikation mit
SUMO vorstellbar. Hierzu wurden Biotin-markierte DNA-Doppelstrang-Oligonukleotide
mit in vitro sumoyliertem sowie unsumoyliertem PARP-1 inkubiert und nach Prazipitation
mittels Streptavidin-Agarose das gebundene, **S-markierte PARP-1 ({ber eine
Autoradiographie visualisiert. PARP-1 erkennt und bindet praferentiell geschadigte DNA,
bei der einer Base ihre komplementare Base fehlt und gleichzeitig der an die Lucke
angrenzende Zuckerrest an Position 3 phosphoryliert ist (,Nick®). Ein dementsprechend
synthetisiertes Oligonukleotid soll einen solchen ,Nick® imitieren. Als Kontrollen wurden
zwei Oligonukleotide verwendet: Zum einen ein intaktes, doppelstrangiges DNA-
Molekul, das PARP-1 nur mit relativ geringer Affinitat binden sollte, zum anderen eines,
das einen ,Gap® besitzt, d. h. ein Phosphat in der Mitte des einen Strangs ist nicht mit
seinem folgenden Zuckerrest verbunden; dieses Oligonukleotid sollte ebenfalls nur
suboptimal an PARP-1 binden, theoretisch mit etwas hoherer Affinitat als das intakte
DNA-Molekul. In Abb. 46 ist zu sehen, dass die Sumoylierung von PARP-1 keinen
Einfluss auf seine Bindung an DNA hat. Mit dem optimal bindenden Oligonukleotid (c)
werden die sumoylierten Formen in gleichem Ausmal} wie das unmodifizierte PARP-1
prazipitiert. =ZPARP-1 bindet wie erwartet nur relativ schwach an die
Kontrolloligonukleotide (a und b).

2 0
&
P L O
& & &
q,°° Qo 0\0
\\O\\ \\°\\.0‘,°° Oligonukleotide:
O SR\
F & & 0
K e a 5 3
3 5
PARP-1-SUMO | | 5 AT TG .
S _ b. 3 —— z
e el
PARP-1 - | s s 5 AT TG 3
3 C. B .
3 T\ AC 5
®

Abb. 46: Die Sumoylierung von PARP-1 nimmt keinen Einfluss auf seine Bindung an
DNA. Die drei verschiedenen Oligonukleotide (a, b und c) wurden an in vitro
translatiertes und sumoyliertes PARP-1 gebunden und Uber ihre Biotin-Markierung am
5°-Ende mit Streptavidin-Agarose prazipitiert. Gebundene Proteine wurden Uber eine
Gelelektrophorese separiert und mittels Autoradiographie detektiert.

Fur verschiedene SUMO-Substrate wurde gezeigt, dass sie in ihrer sumoylierten Form
eine hohere Affinitat zu ihren Interaktoren besitzen. Ein Beispiel hierfur ist Sp100,
dessen Sumoylierung seine Interaktion mit HP-1 verstarkt. Ahnlich konnte fiir PIAS-
Proteine in verschiedenen Fallen gezeigt werden, dass sie mit hoherer Affinitat an
sumoylierte Proteine binden (Minty et al., 2000). Um zu testen, ob die Sumoylierung von
PARP-1 einen Einfluss auf seine Interaktion mit PIAS besitzt, wurde PARP-1 in vitro
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translatiert und sumoyliert und beide Formen einer GST-fusionierten Version von
PIASxp angeboten. Nach Sedimentierung von PIASxp mittels Glutathion-Sepharose
wurden die gebundenen Formen von PARP-1 Uber Autoradiographie detektiert. In Abb.
47 sieht man, dass im Vergleich zum Input die SUMO-modifizierten Formen von PARP-
1 angereichert werden. Die Sumoylierung von PARP-1 scheint also die Bindung an
PIASxp zu verstarken.

Abb. 47: PIAS bindet préaferentiell an die
sumoylierte Form von PARP-1. 35S—markiertes,
PARP-1-sUMO In Vvitro translatiertes und sumoyliertes PARP-1
SN wurde mit auf Glutathion-Sepharose
geladenem GST-PIASxp inkubiert. Nach
Prazipitation von GST-PIASxp und Gel-
P 98 | — PARP-1 elektrophorese  wurden die gebundenen
Proteine Uber Autoradiographie detektiert.

Ein wichtiger Interaktionspartner von PARP-1 in der Basenaustauschreparatur ist
XRCC-1. Nach der initialen Bindung an die geschadigte DNA rekrutiert PARP-1 XRCC-
1, das wiederum als Scaffold-Protein fungiert und weitere Reparaturenzyme rekrutiert.
Wie in PARP-1 findet sich in XRCC-1 eine BRCT-Domane, wobei XRCC-1 zwei dieser
Domanen besitzt. Die Interaktion wird Uber die BRCT-Doméane in PARP-1 und eine
BRCT-Domane in XRCC-1 vermittelt. Interessanterweise wird die BRCT-Domane in
XRCC-1 von einer Sequenz flankiert, die Homologie zur Sequenz des beschriebenen
putativen SUMO-Bindungsmotivs aufweist (Minty et al., 2000). Vor diesem Hintergrund
und ob der Tatsache, dass zwei Modifikationsstellen in PARP-1 innerhalb der BRCT-
Domane liegen, wurde untersucht, ob die Sumoylierung von PARP-1 auch einen
Einfluss auf die Bindung an XRCC-1 nimmt. Hierzu wurde **S-markiertes und in vitro
sumoyliertes PARP-1 mit an GST fusioniertem und auf Glutathion-Sepharose
geladenem XRCC-1 inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurde die Glutathion-
Sepharose sedimentiert und die gebundenen Formen von PARP-1 Uber
Autoradiographie analysiert. Man sieht jedoch in Abb. 48, dass die sumoylierten Formen
von PARP-1 kein verandertes Bindungsverhalten im Vergleich mit der unsumoylierten
Form aufweisen.
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(,0\ Abb. 48: Die Sumoylierung von
« «:\9 XRCC-1 nimmt keinen Einfluss auf
Il el seine Interaktion mit PARP-1.

PARP-1 wurde in vitro translatiert
und sumoyliert und an auf
Glutathion-Sepharose geladenes
GST-XRCC-1 gebunden. Die Inter-
aktion wurde nach Gelelektro-
“ phorese Uber Autoradiographie
visualisiert.

PARP-1-SUMO [

PARP-1—

Aufgrund der Tatsache, dass in nuklearen Proteinkomplexen haufig mehrere der
interagierenden Proteine sumoyliert sind, wurde im Rahmen dieser Bindungsstudien
auch XRCC-1 als SUMO-Substrat getestet. In Abb. 49 ist zu sehen, dass XRCC-1 an
zwei Lysinen relativ stark sumoyliert wird.

Reaktionsmix L

Abb. 49: XRCC-1 wird in

vitro zweifach sumoyliert.

35S—markiertes, in vitro
XRCC1-SUMO translatiertes XRCC-1 wurde
mit den Komponenten der
Sumoylierungsmaschinerie
inkubiert und die Sumo-
ylierung mittels Autoradio-
graphie detektiert.

— XRCC1

Die Sumoylierung schiitzt PARP-1 nicht vor seiner Spaltung durch
Caspasen

PARP-1 wird wahrend der Apoptose durch Caspase-3 und -7 gespalten. Die
Schnittstelle DEVD befindet sich innerhalb der NLS und somit in der DNA-
Bindedomane, die mit SUMO modifiziert wird. Um einen eventuellen Einfluss der
Sumoylierung auf die Spaltung durch Caspasen zu testen, wurde das in vitro
sumoylierte N-terminale Fragment (AS 1-372) von PARP-1 mit rekombinanter Caspase-
3 und -7 in verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Abb. 50 zeigt, dass die
sumoylierten Formen von PARP-1 genauso wie die nichtsumoylierte Form der Spaltung
ausgesetzt sind. Bande 1 ist das unmodifizierte N-terminale PARP-1-Fragment mit einer

52



Ergebnisse

GrolRe von ca. 42 kDa. Bande stellt die sumoylierte Form des Fragments dar. Bande 3 in
Spur 2 ist das N-terminale Spaltungsfragment von ca. 24 kDa, Bande 4 stellt wiederum
dessen sumoylierte Form dar.

Abb. 50: Sumoylierung schiitzt PARP-1 nicht

ws rc"'sﬂ7 vor der Spaltung durch Caspasen. Die DNA-
L - Bindedoméne von PARP-1 wurde in vitro
modifiziert — =g - == = g, - = o translatiert und mit SUMO modifiziert.

- & = Caspase-3 bzw. -7 wurden wie angegeben in
unmodifiziert :! '—'—33 EE‘—'—‘E =< : abnehmender Konzentration (1 pg, 20 ng, 10

o e @ g 8 fobobaden ng, 2 ng) zugefiigt. Die Detektion erfolgte
- Uber Autoradiographie.

—.

Interferenz der Autoribosylierung und Sumoylierung von PARP-1

Nachdem PARP-1 innerhalb seiner Automodifikationsdomane mit SUMO modifiziert
wird, ist eine Interferenz zwischen Automodifikation mit poly(ADP-Ribose) und SUMO-
Modifikation denkbar. Um dieser Fragestellung nachzugehen wurde **S-markiertes
PARP-1 in vitro modifiziert und die sumoylierte Form auf ihre Fahigkeit zur
Automodifikation getestet. Nicht sumoyliertes als auch sumoyliertes PARP-1 wurde
hierzu mit NAD inkubiert. In der linken Halfte von Abb. 51 sieht man, dass PARP-1 nach
15 bzw. 30 Minuten grofteils poly(ADP-ribosyl)iert ist, wie die Verminderung der
nichtmodifizierten Form von PARP-1 Bande indiziert. Die poly(ADP-ribosyl)ierten
Formen werden durch den hoéhermolekularen Schmier reprasentiert. In der rechten
Spalte ist das Experiment mit SUMO-modifiziertem PARP-1 zu sehen. Die sumoylierten
Formen von PARP-1 verschwinden ebenso wie die nicht modifizierte Form zugunsten
der hohermolekularen Banden. Die Modifikation mit SUMO verhindert also nicht die
Autoribosylierung von PARP-1. Allerdings konnen diese Ergebnisse nicht generell
ausschlieRen, dass moglicherweise Unterschiede in der Kinetik der Autoribosylierung in
Abhangigkeit von der Modifikation mit SUMO bestehen.

NAD* [min] 0" 15" 30" 0" 15" 30 Abb. 51: Die Sumoylierung von PARP-1 hat
7 7 77| keinen Einfluss auf seine Automodifikations-
aktivitat. 35S—markiertes, in vitro translatiertes
PARP-1 wurde 15 bzw. 30 min mit NAD"
inkubiert. Die Detektion erfolgte Uber Auto-

PARP-1 — | : radiographie. Die Reaktion fand mit
. unsumoyliertem (linker Teil) sowie mit SUMO-
unmodifiziert SUMO-modifiziert modifiziertem (rechter Teil) PARP-1 statt.
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PIAS-Proteine als E3-Ligasen im SUMO-System

Es war lange Zeit umstritten, ob im SUMO-System analog zum verwandten Ubiquitin-
System E3-Ligasen oder Ligase-ahnliche Komponenten am Modifikationsprozess
beteiligt sind. Gegen die Beteiligung von E3-Ligasen an der Modifikation eines
Zielproteins mit SUMO sprach, dass Ubc9 an verschiedene bekannte Substrate direkt
binden kann und somit die Funktion von E3-Ligasen des Ubiquitin-Systems, die
Substraterkennung, Ubernehmen konnte. In Ubereinstimmung mit dieser Annahme ist
zumindest in vitro fur manche Substrate, wie z. B. RanGap, kein E3 fur die Modifikation
mit SUMO erforderlich. Im Fall von RanGAP1 konnte in der Tat gezeigt werden, dass
RanGap einen stabilen Komplex mit Ubc9 bildet, was die Ubertragung von SUMO auf
RanGAP ohne zusatzliche Faktoren ermoglichen durfte (Saitoh et al., 1997).

Allerdings spricht die Vielzahl der inzwischen bekannten SUMO-Substrate fur eine
Beteiligung von E3-ahnlichen Komponenten als Spezifitatsfaktoren, da kaum vorstellbar
ist, dass in allen Fallen allein durch die Ubc9-vermittelte Substraterkennung eine
ausreichende Regulation der Modifikation gewahrleistet werden kann. Ein Ziel dieser
Arbeit war daher die Suche nach Faktoren, die als E3- oder als E3-ahnliche Faktoren im
SUMO-System agieren. Ein Schwerpunkt hierbei war die mogliche Beteilung solcher
Komponenten im Signalweg von p53.

Ein wichtiger Aspekt in unseren Arbeiten ergab sich aus aktuellen Untersuchungen in
der Hefe S. cerevisiae, die ergaben, dass das Protein Siz1 als E3-ahnlicher Faktor die
Sumoylierung von Septinen stimuliert (Johnson and Gupta, 2001). AuRerdem induziert
Siz2, ein Siz1-verwandtes Protein, die Sumoylierung weiterer SUMO-Substrate in der
Hefe. Die humanen Homologe von Siz gehoren zur Familie der PIAS-Proteine (Protein
Inhibitor of Activated STAT). Diese Familie besteht aus mindestens vier Mitgliedern,
PIAS1, PIAS3, den SpleiRvarianten o und f von PIASx, sowie PIASy.
Interessanterweise war fur PIAS1, PIASxf und PIASy eine Bindung an p53 im Two-
Hybrid-System der Hefe gezeigt worden (Gallagher et al.,, 1999; Minty et al., 2000;
Nelson et al., 2001).

Ein zentrales Ergebnis dieser Arbeit war, dass alle Mitglieder der humanen PIAS-Familie
als E3-ahnliche Faktoren im SUMO-System fungieren. Eine Stimulierung der
Sumoylierung durch PIAS-Proteine wurde hier fur p53 sowie weitere transkriptionelle
Regulatoren in vivo als auch in vitro gezeigt. Zusammen mit Arbeiten anderer Gruppen
wurde damit erstmals die Beteiligung E3-ahnlicher Faktoren im SUMO-System in
Saugerzellen demonstriert.

Die Untersuchungen zur mechanistischen Funktion von PIAS-Proteinen ergaben
zahlreiche Parallelen, aber auch wichtige Unterschiede von PIAS-Proteinen zu
Ubiquitin-Ligasen des RING-Typs, einer Klasse von Ubiquitin-Ligasen. Wir konnten
zeigen, dass PIAS-Proteine an Ubc9 und Substrate wie p53 und c-jun binden und somit
analog zu RING-Ubiquitin-Ligasen als Adaptermolekule fungieren, die die Rekrutierung
vom E2 zum Substrat vermitteln bzw. die Substratbindung an Ubc9 stabilisieren (Kahyo
et al., 2001; Schmidt and Muller, 2002). Bindung an Substrat und Ubc9 konnte auch fur
Siz1 der Hefe gezeigt werden (Johnson and Gupta, 2001; Takahashi et al., 2001b).

FUr eine mechanistische Analogie zwischen Ubiquitin-Ligasen der RING-Familie und
SUMO-Ligasen des PIAS-Typs spricht auch, dass die Integritat der SP-RING-Domane
von PIAS-Proteinen, die Verwandtschaft zur RING-Domane von Ubiquitin-Ligasen
aufweist, essentiell fur die Ligaseaktivitat ist. In Ubiquitin-Ligasen des RING-Typs wird
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die Interaktion mit dem E2 meist durch die RING-Domane vermittelt. Die Mutation von
kritischen Aminosaureresten innerhalb dieser Domane fuhrt haufig zum Verlust der
Bindung an das E2. Im Fall von PIAS scheint die strukturelle Integritat der SP-RING
Domane ebenfalls Voraussetzung fur die E3-SUMO-Ligaseaktivitat zu sein, da die
Mutation eines konservierten Cysteinrests in der SP-RING-Domane zum volligen Verlust
der Aktivitat fuhrt (Abb. 14, 15). Allerdings ergaben unsere in vitro-Interaktionsstudien,
dass eine solche Mutation die Bindung an Ubc9 nicht beeintrachtigt (Abb. 26). Es muss
jedoch erwahnt werden, dass die Interaktion des Hefehomologen Siz-1 mit Ubc9 in Two-
Hybrid-Experimenten durch eine Punktmutation innerhalb der RING-Finger-Domane
verhindert wird (Takahashi et al., 2001a). Die definitive Rolle der SP-RING-Domane bei
der Interaktion mit Ubc9 mussen deshalb wohl endgultig Strukturdaten klaren.

Eine weitere Ahnlichkeit zwischen Ubiquitin-RING-Ligasen und PIAS-Proteinen ist ihre
Fahigkeit zur Automodifikation. Die Autoubiquitinierung von Ligasen des RING-Typs gilt
als charakteristisches Merkmal diese Gruppe von Proteinen. Fur PIAS-Proteine konnte
Automodifikationsaktivitat in vitro als auch in vivo gezeigt werden (Abb. 23, 24). In
Abwesenheit anderer Substrate unterliegen beide Molekule einer starken Modifikation
mit Ubiquitin bzw. SUMO.

Ein signifikanter Unterschied von PIAS-SUMO-Ligasen zu E3-Ligasen im Ubiquitin-
System besteht offensichtlich in der Substratspezifitat. Wahrend Ubiquitin-Ligasen i. d.
R. eine hohe Substratspezifitat aufweisen und die Ubiquitinierung eines oder weniger
Zielproteine stimulieren, belegen unsere Ergebnisse und die anderer Arbeitsgruppen,
dass eine spezifische PIAS-Form die Sumoylierung einer Vielzahl von Substraten
induzieren kann (Abb. 9, 18-21, 36). Allerdings stimulieren sie nicht in allen Fallen die
Sumoylierung, so uben sie z. B. keinen Effekt auf RanGap, kB und Sp100 aus (Abb.
22). Somit scheint ihnen also eine gewisse Rolle in der Selektion der Substrate
zuzukommen. Ein Modell schlagt vor, dass bei Ubiquitin-Ligasen des RING-Typs die
Substraterkennung ausschlieBlich durch die Ligase erfolgt (Hochstrasser, 2002),
wahrend PIAS-Ligasen im SUMO-System in Kooperation mit dem E2-Enzym Ubc9 die
Substraterkennung vermitteln. Ein moglicher Wirkungsmechanismus von PIAS ware
also die Stabilisierung von Ubc9/Substrat-Komplexen. Dies wirde erklaren, dass fur
manche Substrate, wie z. B. RanGap, die per se stark an Ubc9 binden, PIAS als
stabilisierender Faktor der Interaktion uUberflussig ist, wahrend es fur die Sumoylierung
von Substraten, die weniger effizient an Ubc9 binden, essentiell ist. Diese Interpretation
wurde auch die in unseren Experimenten gemachte Beobachtung erklaren, dass PIAS-
Proteine in vitro praferentiell in Anwesenheit geringer Konzentrationen an Ubc9 die
Sumoylierung verstarken, wahrend sie bei hohen Konzentrationen an Ubc9 nicht mehr
bendtigt werden.

Eine wichtige Frage im Zusammenhang mit E3-Ligasen ist, ob PIAS-Proteine fur die
SUMO-Modifikation in vivo essentiell sind oder nur als stimulierende Faktoren dienen.
Bei niedrigen Konzentrationen an Ubc9 verstarken PIAS-Proteine bei den meisten
Substraten drastisch die geringe Sumoylierung bzw. induzieren die Sumoylierung. Es
scheinen drei Klassen von SUMO-Substraten bezuglich ihrer PIAS-Sensitivitat, zu
existieren: So lasst sich rekombinantes p53 ohne PIAS nicht in vitro modifizieren (Abb.
10). PIAS induziert hier auch die Modifikation von weniger benutzten Ziellysinen eines
Substrats: Fur p53 und c-jun wurden in Anwesenheit von PIAS erstmals Sumoylierung
an einer zweiten Stelle beobachtet (Abb. 9, 18). Fiur eine essentielle Rolle von E3-
Ligasen im SUMO-Modifikationssystem sprechen au3erdem Knock-out-Experimente in
S. cerevisiae, in denen das Hefe-Homolog zu PIAS, Siz-1, deletiert wurde. In diesen
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Mutanten ist die Sumoylierung mehrerer Substrate in vivo, u. a. der Septine, nicht mehr
moglich (Johnson and Gupta, 2001). Zur zweiten Gruppe von Substraten scheint PARP-
1 zu gehoren: Hier wird fur die Modifikation von rekombinantem Substrat PIAS nicht
bendtigt (Abb. 37), allerdings zeigt es in vitro bei geringen Konzentrationen von Ubc9
einen stimulierenden Effekt auf die SUMO-Modifikation (Abb. 36b). Die dritte Klasse von
Substraten wird durch RanGap reprasentiert, fur dessen Sumoylierung weder E3-
ahnliche Faktoren bendtigt werden, noch einen stimulierenden Effekt aufweisen.
Maoglicherweise determiniert die Bindungsaffinitat an Ubc9 eines gegebenen Substrats
seine Abhangigkeit von PIAS oder E3-ahnlichen Faktoren fur die SUMO-Modifikation.
Es ist denkbar, dass ein Substrat, das per se hochaffin an Ubc9 bindet, wie z. B.
RanGAP, unabhangig von PIAS sumoyliert werden kann, wahrend Substrate, die nur
mafig oder schwach an Ubc9 binden, auf die Unterstutzung von PIAS angewiesen sind.
Dieser Fall wurde eine stabilisierende Rolle von PIAS in der Interaktion von Substrat und
Ubc9 implizieren.

Ein weiterer Aspekt in Anbetracht der Existenz von funf homologen Mitliedern der PIAS-
Familie ist die Spezifitat der einzelnen PIAS-Formen in ihrer Rolle als E3-Ligasen
bezuglich eines Substrats. Zahlreiche Substrate konnten als Interaktoren von mehreren
bzw. allen PIAS-Formen identifiziert werden (Gross et al., 2001; Junicho et al., 2000;
Kotaja et al., 2000; Minty et al., 2000; Moilanen et al., 1999; Nelson et al., 2001).
Ubereinstimmend hiermit Gben in manchen Fallen mehrere PIAS-Formen E3-
Ligaseaktivitat auf dasselbe Substrat aus, d. h. sie scheinen zumindest teilweise
Uberlappende Substratspezifititen zu besitzen. Diese Annahme wird durch ein
unverandertes Sumoylierungsmuster in Mausen, in denen PIASy deletiert wurde,
gestutzt (Roth et al., 2004). Andererseits scheinen in manchen Fallen jedoch
Substratspezifitaten zu existieren, so stimulieren z. B. PIAS1 und PIASxp, nicht jedoch
PIASxa die Sumoylierung von Mdm2 (Miyauchi et al., 2002). Wahrend PIAS1 und
PIASS in allen Zelltypen gefunden werden, wurde fur PIASx und PIASy eine spezifische
Expression in Testis beschrieben (Chung et al., 1997; Gross et al., 2001; Moilanen et
al., 1999). Somit konnte die Spezifitat von PIAS-Proteinen in einigen Fallen auf ihre
Expression festgelegt werden. Eine plausible Moglichkeit, wie die Substratspezifitat von
PIAS-Proteinen erhoht werden konnte, ware z. B. die Interaktion von PIAS mit weiteren,
bisher nicht identifizierten substratspezifischen Faktoren.

Topors als potenzielle E3-Ligase

Es wurden bisher drei Typen von Ligasen im SUMO-Signalweg beschrieben: Proteine
der Siz/PIAS-Familie, fur die bisher die gro3te Anzahl an Substraten identifiziert wurde,
RanBP2 und hPc2, fur das bisher nur CtBP1 und -2 als Substrate bekannt sind. Diese
transkriptionellen Korepressoren werden jedoch auch sowohl durch PIAS als auch durch
RanBP2 sumoyliert. Es scheinen also in manchen Fallen mehrere Ligasen fur dasselbe
Substrat zu existieren. Die drei bisher identifizierten Ligase-Typen zeigen in ihrer
Sequenz keinerlei Verwandtschaft, wobei PIAS-Proteine sich durch ihre den RING-
Domanen von Ubiquitin-Ligasen des RING-Typs verwandten SP-RING-Domanen
auszeichnen.

Topors wurde als Interaktor von p53 und Topoisomerase | identifiziert (Haluska et al.,
1999; Zhou et al., 1999). Es besitzt eine klassische RING-Domane und kolokalisiert mit
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PML-Foci (Rasheed et al., 2002). Weiterhin ist Topors selbst ein Substrat fur SUMO
(Weger et al., 2003).

Topors wurde als Ubiquitin-E3-Ligase fur p53 beschrieben (Rajendra et al., 2004). Abb.
7 legt eine Funktion als E3-Ligase fur die Sumoylierung von p53 in vitro nahe. Topors
ware das erste identifizierte Protein, das gleichzeitig Ubiquitin- als auch SUMO-
Ligaseaktivitat aufweist. Die Regulation, als welcher Typ von Ligase Topors fungiert,
konnte entweder durch Interaktion mit anderen regulatorischen Faktoren oder durch die
unterschiedliche Lokalisation von Topors determiniert werden.

Die Rolle des SUMO/PIAS-Systems im p53-Signalweg

Die funktionelle Konsequenz der SUMO-Modifikation von p53 war lange umstritten. In
zwei Publikationen wird die Uberexpression von SUMO mit der Aktivierung p53-
vermittelter Transkription in Reportergenexperimenten korreliert (Gostissa et al., 1999;
Rodriguez et al., 1999). Spatere Arbeiten konnten diese Aktivierung jedoch nicht
bestatigen (Kwek et al., 2001; Minty et al., 2000). Ferner zeigt eine Mutante, deren
primares Ziellysin zu einem Arginin mutiert ist (p53 K386R) eine leichte Aktivierung der
p53-vermittelten Transkription in Reportergenexperimenten, was fur eine inhibitorische
Rolle von SUMO spricht. Unsere Experimente konnten die erhdhte transkriptionelle
Aktivitat der Mutante p53 K386R bestatigen (Abb. 27). Die inhibitorische Funktion des
SUMO-Systems im p53-Signalweg wird durch die Experimente, in denen SUMO und
PIAS mit p53 koexprimiert wurden, verdeutlicht: Ohne Zugabe von SUMO verursacht
PIAS nur eine moderate Inhibierung der transkriptionellen Aktivitat von p53. Ebenso
erhalt man bei Expression von SUMO allein nur eine geringe Inhibition der
transkriptionellen Aktivitat. Dies ist konsistent mit der Beobachtung, dass unter diesen
Bedingungen nur ein sehr geringer Anteil von p53 sumoyliert wird. Die Expression von
PIAS und SUMO, die in einer drastischen Akkumulation der SUMO-modifizierten Form
von p53 resultiert, korreliert dagegen mit einer signifikanten Reduktion des
Transaktivierungspotenzials.

Weiterhin erfordert die Inhibierung von p53 durch PIAS die Integritat des Zinkfingers und
scheint damit auf der E3-Ligaseaktivitat von PIAS zu beruhen.

Allerdings zeigen unsere Experimente mit einer Mutante von p53, die in ihrer
Hauptsumoylierungsstelle zu einem Arginin mutiert ist (p53 K386R), dass die PIAS-
vermittelte Inhibierung der Aktivitat von p53 nicht ausschlieRlich auf die Sumoylierung
von p53 an Lysin K386 zuruckzufuhren ist, da sich diese Mutante nach Expression von
PIAS ahnlich wie der Wildtyp verhalt. Ursache hierfur kdonnte einerseits die PIAS-
vermittelte Modifikation alternativer Lysinreste sein, die unsere Daten zumindest in vitro
(Abb. 17) belegen. Daruber hinaus regulieren PIAS-Proteine auch die Sumoylierung
anderer Faktoren, wie z. B. Mdm2, im p53 Signalweg. Somit konnten die Effekte von
PIAS auf die Aktivitat von p53 auch aus der PIAS-vermittelten Regulierung von Mdm2
oder anderen Faktoren im p53-Signalweg resultieren. Denkbar ware auch, dass die
Autosumoylierung von PIAS eine determinierende Funktion bei PIAS-vermittelten
Repressionseffekten hat.

Fur eine Rolle in der transkriptionellen Repression von SUMO im p53-Signalweg
sprechen auch die Daten der Reportergenexperimente mit p53-SUMO-Fusions-
Konstrukten (Abb. 28). Hierbei zeigte das p53-SUMO-Fusionsprotein eine deutlich
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verminderte Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp-Protein p53. Der Vorteil dieses
experimentellen Ansatzes besteht darin, dass nicht eine Mischpopulation aus
unmodifiziertem und modifiziertem Substrat vorliegt, sondern ein vollstandig SUMO-
,konjugiertes” Protein der unmodifizierten Form gegenubergestellt wird. Ein Kritikpunkt
an diesem experimentellen System ist zum einen, dass bei der gewahlten Fusion von
SUMO an den C-Terminus von p53 kein freier N-Terminus von SUMO vorliegt. Zum
anderen ist zu bedenken, dass aus der Fusion von SUMO eine unnaturliche
Konformationsanderung resultieren konnte, die p53 in seiner Aktivitat inhibiert.
Kontrollexperimente mit dem Ubiquitin-Fusionsprodukt zeigen jedoch, dass die Fusion
mit dem strukturell sehr ahnlichen Ubiquitin-Molekul nicht zur Inaktivierung von p53 fuhrt
und stutzen damit die These, dass SUMO eine spezifische repressorische Funktion auf
die Aktivitat von p53 ausubt.

Zusammengenommen bestarken diese Daten den Schluss, dass das SUMO/PIAS-
System inhibitorisch auf die transkriptionelle Aktivitat von p53 wirkt. In Ubereinstimmung
hiermit wurde vor kurzem gezeigt, dass die PIAS1-vermittelte Sumoylierung von p73,
einem funktionell und strukturell engen Verwandten von p53, ebenfalls seine
transkriptionelle  Aktivitdt an verschiedenen Promotoren inhibiert. Die SUMO-
Modifikation von p73 scheint dessen Lokalisation durch Rekrutierung an die nukleare
Matrix zu beeinflussen (Munarriz et al., 2004). Ausserdem konnte gezeigt werden, dass
die Expression einer SUMO-Isopeptidase, die SUMO von p53 abspaltet, die
Transaktivierung von p53 stimuliert (Chen and Chen, 2003).

SUMO/PIAS in der transkriptionellen Regulation

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse zu p53 belegen die wichtige Rolle des SUMO-
Systems bei der Regulation transkriptioneller Prozesse und demonstrieren insbesondere
die Rolle von SUMO bei der Inhibierung von Transkriptionsfaktoren. Obwohl die
Mechanismen hierfur noch weitgehend unklar sind, findet man interessanterweise
SUMO-Modifikationsstellen haufig in inhibitorischen oder negativ-regulatorischen
Domanen von Transkriptionsfaktoren. In den meisten Fallen handelt es sich um PIAS-
responsive  SUMO-Substrate. Neben p53 werden u. a. Sp3, IRF-1,
Steroidhormonrezeptoren, c-myb, c-jun und C/EBPa in ihrer inhibitorischen Domane
modifiziert (Bies et al., 2002; Dahle et al., 2003; Eaton and Sealy, 2003; Kim et al., 2002;
Subramanian et al., 2003). In allen Fallen verstarkt die Mutation der Modifikationsstelle
die transkriptionelle Aktivitat, was eine inhibitorische Rolle der Modifikation mit SUMO
bei diesen Faktoren impliziert. Zum anderen wurde fur einige Transkriptionsfaktoren, wie
z. B. Sp3, p53 und Steroidhormonrezeptoren deren inhibitorische Domane als PIAS-
Bindungsstelle festgelegt. Diese funktionelle Uberlappung von Sequenzen bzw.
Domanen, die einerseits Transkription reprimieren und andererseits Motive darstellen,
die als Sumoylierungs- bzw. PIAS-Bindungsstellen dienen, legt eine direkte
mechanistische Korrelation zwischen transkriptioneller Repression und dem SUMO-
Modifikationssystem nahe. Derzeit werden zwei grundsatzliche Mechanismen hierfur
diskutiert:

Die Modifikation mit SUMO und/oder die Interaktion mit PIAS-Proteinen verandert die
Lokalisierung eines Transkriptionsfaktors und inhibiert damit seine Aktivitat. Ein solches
Szenario wurde fur LEF-1 (beta-catenin and lymphoid enhancer factor 1) und Sp3
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beschrieben. Die inhibitorische Rolle von PIASy gegenuber LEF-1 erfolgt offensichtlich
uber die PIAS-vermittelte Sequestrierung von LEF-1 in transkriptionell inaktive
subnukleare Strukturen, von denen eine Subpopulation mit PML-Foci kolokalisiert. Die
Rekrutierung von LEF-1 in PML-Foci steht der Verfugbarkeit von LEF-1 an seinen
Zielgenen entgegen und neutralisiert damit seine transkriptionelle Aktivitat. Hierfur ist
eine intakte SP-RING-Domane, und damit offensichtlich die Ligaseaktivitat, erforderlich.
Allerdings scheint dies nicht direkt mit der Sumoylierung von LEF-1 zu korrelieren, da
Versionen von LEF-1, die in den Hauptsumoylierungsstellen mutiert sind, unverandert
zum Wildtyp durch PIAS reprimiert werden. Demnach kdnnte wiederum entweder die
PIAS-vermittelte Modifikation alternativer Lysinreste oder die Modifikation anderer
Faktoren bzw. die Autosumoylierung von PIAS fur die beobachteten Effekte
verantwortlich sein (Sachdev et al., 2001). Analog zu LEF-1 wird auch die Aktivitat des
GC-Box-bindenden  Transkriptionsfaktors Sp3  durch  SUMO/PIAS-vermittelte
Rekrutierung in PML-Foci reprimiert. Hierbei konnte auch ein formaler Zusammenhang
zwischen der Modifikation und der Rekrutierung in PML-Foci gezeigt werden, da u. a.
die lineare Fusion von SUMO an Sp3 dessen Sequestrierung in PML-Foci bewirkt.
Interessanterweise fuhrt die Relokalisierung von Sp3 nicht nur zu einer simplen
Neutralisierung der transkriptionellen Aktivitat, sondern resultiert in einer Konversion von
Sp3 vom Aktivator zum Repressor, was eine aktive Rolle der Sumoylierung bzw.
Sequestrierung von Sp3 im transkriptionellen Silencing impliziert (Ross et al., 2002;
Sapetschnig et al., 2002). Zusammengenommen zeigen die Daten zu LEF-1 und Sp3,
dass die Relokalisierung von Transkriptionsfaktoren in transkriptionell inaktive
Strukturen der nuklearen Matrix als Folge von Sumoylierung bzw. Bindung von PIAS
einen Mechanismus der SUMO/PIAS-vermittelten Repression darstellt.

Ein anderer Mechanismus scheint die Moglichkeit einer SUMO-abhangigen Bindung
von, z. B. HDAC-enthaltenden, Korepressoren an Transkriptionsfaktoren zu sein. Ein
Beispiel hierfur liefert der transkriptionelle Koregulator p300, der ebenfalls in seiner
inhibitorischen Domane sumoyliert wird. Nach SUMO-Konjugation bindet p300 an
HDAC-6, was in seiner Repression resultiert (Girdwood et al., 2003). Ein weiteres
Beispiel ist Elk-1; hier resultiert die SUMO-Modifikation in der Rekrutierung von HDAC-2
und somit in der Repression von Zielgenen von Elk-1 (Yang et al., 2003). Ob hierbei
jeweils die Sumoylierung die direkte Bindung an HDAC’'s vermittelt oder die
Rekrutierung eines HDAC-bindenden Bruckenfaktors unterstitzt, ist unklar. Neben
Transkriptionsfaktoren werden auch Histone mit SUMO modifiziert. Die Modifikation wird
in vitro durch PIAS stimuliert (Shiio and Eisenman, 2003) ( Abb. 21). Moglicherweise ist
fur eine effiziente Repression also nicht nur die Sumoylierung von
Transkriptionsfaktoren, sondern auch von Histonen nétig. Interessanterweise konnte in
dieser Arbeit und von anderen gezeigt werden, dass PIAS-Proteine mit
Histondeazetylasen interagieren (Abb. 30) (Long et al., 2003; Tussie-Luna et al., 2002).
Da PIAS-Proteine aullerdem udber ihre SUMO-Bindungsdomane mit SUMO-
modifizierten Substratproteinen interagieren (Minty et al., 2000; Sapetschnig et al.,
2002), konnten PIAS-Proteine neben ihrer Funktion in der Rekrutierung von
Substratproteinen zZu spezifischen nuklearen Strukturen auch als
Assemblierungsfaktoren von HDAC-enhaltenden Repressorkomplexen dienen.

Denkbar ist auch, dass diese beiden Funktionen mechanistisch miteinander verknupft
sind. Hierfur spricht unter anderem, dass transkriptionelle Repressoren wie z. B.
HDAC’s in den PML-Foci zu finden sind (Khan et al., 2001). Somit konnte die
SUMO/PIAS-vermittelte Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren in PML-Foci diese in
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die raumliche Nahe von Repressoren bringen und damit die Assemblierung von
Repressorkomplexen erleichtern. Interessanterweise werden neben den jeweiligen
Transkriptionsfaktoren auch PIAS und HDAC sumoyliert (David et al., 2002; Kirsh et al.,
2002; Kotaja et al., 2002a; Schmidt and Muller, 2002). Eine Moglichkeit ware, dass die
Sumoylierung mehrer Komponenten die Assemblierung dieser Repressionskomplexe in
spezifischen Strukturen, wie PML-Foci, erleichtert. Das Zusammenspiel von SUMO-
Modifikation und SUMO-Bindungsmotiven konnte hierbei eine Funktion als ,molekularer
Klebstoff* Gbernehmen. Da p53 ebenfalls in PML-Foci zu finden ist und transkriptionell
durch Histondeazetylase-enthaltende Repressorkomplexe inhibiert wird (Guo et al.,
2000; Langley et al., 2002), konnte die Rekrutierung in PML-Foci und an HDAC's auch
fur die inhibitorischen Effekte von PIAS auf p53 verantwortlich sein.

Die Assemblierung von transkriptionellen Korepressoren durch SUMO und PIAS
innerhalb subnukledrer Strukturen konnte also einen generellen Mechanismus fur die
Inhibition der Transkription darstellen. In diesem Modell spielen PIAS-Proteine eine
duale Rolle als E3-adhnliche SUMO-Ligasen und als Komponenten oder
Assemblierungsfaktoren von transkriptionell koregulatorischen Komplexen (Abb. 52).

Rekrutierung
in PML-Foci

Korepressor
SUMO, Korepressor SUM
SUMO/ SuMi
PIAS
— —» —

Genaktivierung »Silencing“

Assemblierung
von Korepressoren

Abb. 52: Ein Modell fir die Rolle des SUMO/PIAS-Systems im transkriptionellen ,Silencing®.
PIAS-abhangige Sumoylierung induziert die transiente Rekrutierung eines Transkriptions-
faktors in PML-Foci oder andere nukleare Substrukturen. In diesen Strukturen wird ein
Korepressor-Komplex an den Transaktivator assembliert, der zur Inhibition seiner Aktivitat
und zum damit Silencing fuhrt.

Ein ahnlicher Dualismus wurde fur einige Ubiquitin-Ligasen beschrieben, die innerhalb
der Transaktivierungsdomane binden und als transkriptionelle Koaktivatoren fungieren
(Conaway et al., 2002; Muratani and Tansey, 2003). In vielen instabilen
Transkriptionsfaktoren Uberlappen Regionen, die der Ubiquitinierung unterliegen, mit
Transaktivierungsdomanen. Auf3erdem binden Ubiquitin-Ligasen haufig innerhalb der
Transaktivierungsdomane und fungieren als transkriptionelle Koaktivatoren. Ferner ist
die Ubiquitinierung der Transaktivierungsdoméane in mehreren Fallen essentiell fur die
transkriptionelle Aktivierung. Moglicherweise ist die Bindung von SUMO-Ligasen
und/oder die Sumoylierung innerhalb der repressorischen Domanen das funktionelle
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Gegenstuck zur Ubiquitinierung von Transaktivierungsdomanen (Muratani and Tansey,
2003) (Abb. 53).

Abb. 53: Ein Modell fir den Antagonismus von

Korepressor SUMO und Ubiquitin in der transkriptionellen
ﬁ P Regulation. PIAS-vermittelte Sumoylierung eines
SUMO/PIAS Korepressor T . .
ott Transkriptionsfaktors innerhalb seiner
/ ,Silencing™ repressorischen Domane induziert die Rekrutierung
. — transkriptioneller Repressoren und flihrt so zum

\ t' » »Silencing®. Ubiquitinierung eines Transkriptions-

UbiquitinEs N faktors innerhalb der Transaktivierungsdomane
e AKtivierung erleichtert das Binden von Koaktivatoren, was in
der Genaktivierung resultiert.

SUMO/PIAS als Regulatoren von PARP-1 und Ku70/Ku80

Zur weiteren Charakterisierung von PIAS-Proteinen wurden mittels eines biochemischen
Ansatzes neue zellulare Bindungspartner von PIAS identifiziert (Abb. 31-34). Als
prominenteste Interaktoren von PIASy konnten hierbei PARP-1, Ku70 und Ku80 isoliert
werden. Interessanterweise wurde vor kurzem ein Proteinkomplex beschrieben, der mit
MAR’s (matrix attachment regions) assoziiert ist und in dem sich PARP-1, Ku70 und
Ku80 befinden (Galande and Kohwi-Shigematsu, 2000; Li et al., 2004; Rodgers et al.,
2002). In Ubereinstimmung hiermit enthalt Ku70 eine N-terminale SAP-Doméane
(Aravind and Koonin, 2000). Fur eine funktionelle Kooperation von Ku80 und PARP-1
sprechen auch genetische Daten in Mausen. PARP-1 und Ku70/Ku80 erflllen diverse
Funktionen u. a. in der DNA-Reparatur, Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat
und der Telomerkontrolle (Hande, 2004; Li et al., 2004).

PARP-1 erkennt und bindet DNA im Signalweg der Basenaustauschreparatur (,base
excision repair, BER) und der Einzelstrangreparatur (,single strand repair®).
Maoglicherweise spielt es zudem eine Rolle im Signalweg der Doppelstrangreparatur
(,double strand break repair‘), da Knock-out-Mause Defekte in diesem Signalweg
aufweisen. Neuere Daten beschreiben eine Rolle von PARP-1 sowohl als strukturelle
Komponente in der transkriptionellen Repression (Kim et al., 2004b) als auch als
Sensorkomponente des Groucho/TLE1-Repressionskomplexes (Ju et al., 2004). Auch
Ku70 und Ku80 sind nach DNA-Doppelstrangbrichen im Reparatur-Signalweg der nicht-
homologen Endverknupfung (,non homologous end joining“) involviert (Henrie et al.,
2003; Lieber et al., 2003). Hier werden zwei versehrte DNA-Enden ohne die Vorlage
eines homologen Templats aneinandergefugt. Das Ku70/Ku80-Heterodimer erkennt
DNA-Enden und rekrutiert daraufhin die DNA-Proteinkinase. Diese aktiviert weitere
Faktoren, die bei der Progression und der Verknipfung der DNA-Enden
zusammenarbeiten. Weiterhin spielt das Ku70/Ku80-Heterodimer eine regulatorische
Rolle in der Aufrechterhaltung der Telomere sowie im transkriptionellen Silencing
(Janzen et al., 2004).

61



Diskussion

Bei vielen der bisher bekannten PIAS-Interaktoren handelt es sich um
Transkriptionsfaktoren. In vielen Fallen sind diese Transkriptionsfaktoren PIAS-sensitive
SUMO-Substrate. PIAS-Proteine sind somit in die Regulation der Transkription
involviert. Die ldentifikation von PARP-1, Ku70 und Ku80 als Interaktoren von PIAS
konnten eine neue Rolle von PIAS, namlich in der DNA-Reparatur, andeuten.

Ku70 und Ku80 sind Substrate fur SUMO in vitro (Abb. 35). Fur das MAR-bindende
Protein SATB2 wurde eine PIAS1-sensitive Sumoylierung gezeigt (Dobreva et al.,
2003). Die Mutation der SUMO-Akzeptorstelle fuhrt in diesem Fall zu einer verstarkten
Assoziation von SATB2 an MAR’s. Anscheinend beeinflusst die Modifikation mit SUMO
hier die Lokalisation und die Rekrutierung an MAR’s. Nachdem Ku70 und Ku80
ebenfalls an die nukleare Matrix assoziiert sind, kdnnte ihre Sumoylierung analog ihre
Bindung an MAR’s beeinflussen (Rodgers et al., 2002).

Fur PARP-1 konnte neben der Modifikation mit SUMO auch ein stimulierender Effekt
von PIAS bezuglich der Modifikation gezeigt werden (Abb. 36b). Hier konnte die
Modifikation mit SUMO von endogenem PARP-1 gezeigt werden (Abb. 38). PARP-1
besitzt in der DNA-Bindedomane eine, in der Automodifikationsdomane zwei
Modifikationsstellen. Die Sumoylierung der DNA-Bindedomane legt einen Einfluss der
Modifikation auf das DNA-Bindungsverhalten von PARP-1 nahe; es konnte in unseren
Experimenten jedoch kein Unterschied bezuglich der DNA-Bindung zwischen
modifiziertem und unmodifiziertem PARP-1 festgestellt werden (Abb. 46).

Als weiteres SUMO-Substrat wurde der PARP-1-Interaktor XRCC-1 identifiziert (Abb.
49). Im Signalweg der Basenaustauschreparatur rekrutiert PARP-1 XRCC-1, welches
dann wiederum weitere Reparaturenzyme rekrutiert. Die Interaktion mit PARP-1 findet
uber BRCT-Domanen in beiden Proteinen statt. Darlber hinaus enthalt XRCC-1 ein
putatives SUMO-Bindungsmotiv, was die Idee aufwirft, ob die Interaktion mit PARP-1
durch die Modifikation von PARP-1 mit SUMO beeinflusst wird. Ein solcher Einfluss
konnte jedoch nicht gezeigt werden (Abb. 48). Denkbar ist jedoch, dal® hierzu beide
Proteine sumoyliert sein mussen.

Anscheinend bindet PARP-1 in seiner sumoylierten Form besser an PIAS (Abb. 47).
Dies passt in oben beschriebenes Modell, in dem SUMO die Interaktion von Proteinen
verstarkt und somit die Assemblierung von Komplexen initiiert bzw. stabilisiert. Es wurde
gezeigt, dal¥ HDACG6 p300 ausschlieBlich nach SUMO-Modifikation bindet (Girdwood et
al., 2003). In der Regel scheint aber die Sumoylierung die Bindung eher zu modulieren,
so bindet z. B. sumoyliertes Sp3 praferentiell an PIAS (Sapetschnig et al., 2002).
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Chemikalien und Reagenzien

Sofern nicht anders vermerkt, wurden analysenreine Chemikalien der Firmen Fluka,
Roth, Sigma, Gibco und Merck verwendet. Restriktionsenzyme wurden von den Firmen
NEB und Boehringer Mannheim bezogen, Radiochemikalien stammten von Amersham
Pharmacia.

Mikrobiologische Techniken

E. coli-Stamme
TG1

BL21 pLys

XL1 Blue

XL1 Gold

Vektoren zur bakteriellen Expression in E. coli
pET28a, -b, -c (Novagen)

pGex-2TK, -4T1, -4T3 (Amersham)

pQE30, -31, -32

LB-Medium, LB-Agar
1% Trypton (Difco)
0.5% Hefeextrakt (Difco)
1% NaCl

(1.5% Agar)

CaCl;-Losung zur Herstellung kompetenter Bakterien
60 mM CaCl;

15% Glycerol

10 mM PIPES

steril filtriert

Kultivierung und Lagerung von E. coli

Flussigkulturen in LB-Medium wurden bei 37°C bzw. zur Proteinexpression bei 30°C auf
dem Schdattler (200 rpm), Agarplatten bei 37°C inkubiert. Antibiotika zur Selektion
transformierter Bakterien wurden in den Konzentrationen 50 pyg/ml (Ampicillin), 30 pg/ml
(Kanamycin) bzw. 37 pg/ml (Chloramphenicol) eingesetzt. Die Dichte von E. coli-
Kulturen wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 600 nm (ODggo) bestimmt. Zur
Langzeitlagerung wurden Flussigkulturen mit Glycerol (Endkonzentration 50%) versetzt
und bei -80°C eingefroren.

Herstellung CaCl,-kompetenter Bakterien

Es wurden sowohl chemisch- (TG1, BL21, XL1 Gold) als auch elektrokompetente (TG1,
XL1 Blue) Bakterien verwendet. In beiden Fallen wurde aus einer Einzelkolonie des
entsprechenden Stammes eine Ubernachtkultur hergestellt. Aus dieser wurden 400 ml
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LB-Medium 1:100 angeimpft und bis zu einer ODgoo von 0.3-0.4 bei 37°C geschuttelt
und danach 10 min auf Eis abgekuhlt. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation bei
1600 g, 4°C, 7 min ohne Bremse geerntet. Alle weiteren Schritte wurden auf Eis bzw. im
Kihlraum mit gekuhlten Materialien und Losungen durchgefuhrt.

Fur die Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien wurde das Bakterienpellet in 80 ml
eiskalter CaCl,-L6ésung vorsichtig resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte
eine weitere Sedimentation bei 1100 g, 5 min mit anschlieRender Resuspension in 10 ml
CaCly und 30 min Inkubation auf Eis. SchlieRlich wurden die Bakterien bei 1100 g 5 min
zentrifugiert, in 2 ml CaCl,-Losung resuspendiert und einige Stunden oder Uber Nacht
auf Eis gehalten. Die Bakterien wurden in Aliquots zu 200 pl in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurde das Bakterienpellet in 400 ml
eiskaltem Wasser resuspendiert, erneut zentrifugiert und der letzte Schritt in 250 ml
Wasser wiederholt. Die Bakterien wurden in 8 ml eiskalter, 10%iger Glycerin-Losung
resuspendiert, nochmals zentrifugiert, dann in 1 ml Glycerin-Losung aufgenommen, in
100 pl-Aliquots schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Transformation von E. coli

Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut.

FuUr die chemische Transformation wurden 100 pl Bakterien mit 100 ng DNA bzw. 1-4 pl
eines Ligationsansatzes versehen und 30 min auf Eis inkubiert. E. coli BL21 wurden vor
der Zugabe der DNA zusatzlich mit 1.8 pl einer 1:10 Verdunnung 2-ME in Wasser
versehen. Der Hitzeschock erfolgte bei 42°C 1 min, bei XL1 Gold 45 s. Es folgte eine
zweiminutige Inkubation auf Eis, bevor die Bakterien mit 1 ml LB-Medium versehen und
1 h zur Expression des Resistenzgens bei 37°C geschuttelt wurden. Anschlie3end
wurde der ganze Transformationsansatz auf einer Agarplatte mit geeignetem
Antibiotikum ausgestrichen.

Fur die Elektroporation wurden 30 ul Bakteriensuspension mit 1 pl dialysiertem
Ligationsansatz versehen und 10 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden in eine
Kavette (0.1 cm) uberfuhrt und bei 1.8 kV und 25 pF elektroporiert. Die Bakterien
wurden direkt danach mit 1 ml LB-Medium versehen und 1 h bei 37°C geschdttelt, bevor
sie auf den entsprechenden Selektionsplatten ausgestrichen wurden.

Expression von Proteinen in E. coli

Proteine wurden entweder als Fusion mit GST oder einem His-Epitop exprimiert, um die
spatere Aufreinigung Uber das entsprechende Epitop zu erleichtern. Generell erfolgte
die Expression in BL21. Hierzu wurden 500 ml mit 5 ml einer UN-Kultur angeimpft und
bis zu einer ODgyo von 0.4-0.6 bei 37°C hochgezogen. Nach Zugabe von 0.2-1 mM
IPTG zur Induktion wurde bei 30°C das entsprechende Protein exprimiert. Nach
Zentrifugation bei 5000 g, 20 min wurden die Bakterien im entsprechenden Lysepuffer
aufgenommen und bei —20°C uber Nacht eingefroren.
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Molekularbiologische Techniken

Puffer und L6sungen

TBE-Puffer

90 mM Tris

90 mM Borsaure
2.5mM EDTA

DNA-Probenpuffer (10x)
0.5% SDS

0.25% Bromphenolblau
25% Glycerol

25 mM EDTA

Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Bestimmung der Konzentration von DNA in wassrigen Losungen erfolgte
photometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm. Eine optische Dichte von eins
entspricht dabei einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA.

Isolierung von Plasmid-DNA

Die DNA wurde Uber Anionenaustauscher-Saulen der Firma Qiagen nach alkalischer
Lyse isoliert. Kleine Mengen DNA (5-10 ug) wurden aus 2 ml-UN-Bakterienkulturen
gewonnen (Miniprep), fur groRere Mengen wurden 400 mi-Kulturen (Maxiprep)
verwendet. Die Isolierung und Reinigung der Plasmide mittels der Qiagen-Saulen
erfolgte nach den Vorschriften des Herstellers.

Restriktionsverdau von DNA

Die Restriktionsbedingungen wurden entsprechend der Empfehlungen der Hersteller
gewahlt. Die Konzentration der DNA im Restriktionsansatz betrug 0.1 ug/ul, in der Regel
wurde in einem Volumen von 20 ul verdaut. Die Restriktionsansatze wurden 2 h bei der
fur das jeweilige Enzym geeigneten Temperatur inkubiert. Die erforderlichen Salz- und
pH-Bedingungen wurden mit den 10-fach konzentrierten Puffern des jeweiligen Enzyms
eingestellt.

Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

FUr analytische und praparative Isolierungen von DNA-Fragmenten wurden 1-2 %ige
Agarose-Gele verwendet. Die Agarose wurde in 0.5-fachem TBE-Puffer aufgekocht, in
horizontale Gelkammern mit Kammen fur die Geltaschen gegossen und mit
Ethidiumbromid (0.2 pg/ul) versetzt. Als Laufpuffer wurde 0.5xTBE verwendet. Die DNA-
Proben wurden vor dem Auftrag mit DNA-Probenpuffer versetzt. Die angelegte
Spannung betrug 110V.

Durch die Interkalation von Ethidiumbromid mit DNA kann die aufgetrennte DNA auf
einem UV-Illluminator sichtbar gemacht und photographiert werden.

Durch die parallele Auftrennung eines Groflenmarkers (1kb DNA-Ladder, Invitrogen)
kann die Lange der DNA-Fragmente bestimmt werden.
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Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die zu isolierende Bande wurde unter langwelligem UV-Licht (324 nm) mit einem
Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem QiaExIl Gel Extraction Kit
(Qiagen) nach den Angaben des Herstellers extrahiert. Das isolierte DNA-Fragment
wurde dann in einem geeigneten Volumen Wasser (20-30 ul) aufgenommen.

Quantitative Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um bei Klonierungen die Religation des Vektors zu vermeiden, wurden 5°-Enden der
DNA dephosphoryliert. Hierzu wurde der Vektor nach dem Restriktionsverdau mit ca.
0.1 u CIP (Calf Intestine Phophatase, (NEB)) versehen und bei 37°C 1 h inkubiert.

Ligation von DNA

Die Mengen der fur die Ligationsreaktion eingesetzten DNA-Fragmente wurden aus
Agarosegelen abgeschatzt. Fur die Ligation wurden das zu klonierende Fragment und
der Vektor im Verhaltnis 10:1 (ca. 100 ng Vektor) eingesetzt. Zu dem Ligationsansatz
(20 pl) wurde 1pl T4 DNA-Ligase (NEB) und die entsprechende Menge ihres Puffers
gegeben und das Reaktionsgemisch 1h bei RT inkubiert.

Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen wurden von einem Sequenzierservice im Haus durchgefuhrt. Die
Sequenzierreaktion sowie die nachfolgende Probenaufbereitung erfolgte nach den
Vorschriften des Herstellers mit dem Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Amersham-Pharmacia). Der Ansatz enthielt 1 pg Plasmid-DNA und 20 pmol des
Sequenzierprimers.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Standard-PCR-Reaktionen fanden in einem Volumen von 50 pl mit 100 ng Plasmid-
DNA in einfach konzentriertem PCR-Puffer (entsprechender Puffer der jeweiligen
Polymerase) mit jeweils 0.1 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 0.6 pM der
entsprechenden Oligonukleotide (Primer) und 0.2-0.5 u Vent (NEB) oder Pfu-Turbo
(Stratagene) statt. Die Amplifizierung wurde in einem ,Personal cycler® (Biometra)
durchgefuhrt. Das Profil der Reaktion richtete sich nach der Quantitat und Qualitat der
Matrizen-DNA, der Lange und dem G/C-Gehalt der beiden Oligonukleotide und der
Lange des erwarteten PCR-Fragments.

Standard-PCR-Programm:

95°C 5 min

(95°C 1 min, 50°C 45 s, 68°C 1 min/kBp), 25-30 Zyklen
68°C 7 min

4°C

Zielgerichtete in vitro Punktmutagenese

Fur einfache oder mehrfache Punktmutationen wurde der QuickChangeXL Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) verwendet. Hierfir werden zwei komplementare Primer
mit einer Lange von 25 bis 45 Basen benotigt, die in der Mitte eine Punktmutation
gegenuber der Zielsequenz aufweisen. Fur die Reaktion wurden Ansatze von 50 ul
verwendet (5 ul Pfu Puffer (Stratagene), je 125 ng Primer, 1 ul dNTPs (10 mM), 1 pl Pfu
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Turbo (Stratagene), 50 ng Plasmid-DNA, 3 ul Quick Solution), und im PCR-Block unter
folgenden Bedingungen inkubiert:

95°C 1 min

(95°C 50 s, 55°C 50 s, 68°C 2 min/kBp) 18 Zyklen
68°C 7 min

4°C =

Bei der Reaktion wird das gesamte Plasmid amplifiziert. Um die Plasmid-DNA der
Matrize zu beseitigen wurde 4 h mit Dpn |, einer Restriktionsendonuklease, die
spezifisch methylierte DNA schneidet, bei 37°C verdaut. Anschlieend wurde ein 2 pl-
Aliquot direkt in E. coli XL10 Gold transformiert. Uber Sequenzierung wurden die
eingefugten Mutationen verifiziert.

Zellkulturtechniken

Zelllinien
Hela
293T
C33a
Saos

Vektoren zur eukaryontischen Expression
pSG5

pcDNAS3.1 (Invitrogen)

pcDNAS3/GS (Invitrogen)

pRC/CMV

pCMV-Tag2A, B, C

pCl

Zellkultur-Medien
DMEM (Gibco)
10% FCS

Transfektion

Fir Transfektionen wurden die Zellen jeweils am Vortag in einer Anzahl von 3x10° (3
cm-Schalen) bzw. 2.5x10° (10 cm-Schalen) ausgesat. 4-6 h nach der Transfektion
erfolgte ein Mediumwechsel gegen serumhaltiges DMEM-Medium.

a.) Transfektion mit Lipofektamin

Hela-Zellen wurden mit Lipofektamin PLUS laut Angaben des Herstellers in serumfreiem
Medium transfiziert. Die Menge an DNA betrug 2-4 ug fur einen Ansatz von 200 pl far
3x10° Zellen (3 cm-Schale). Das jeweilige Verhaltnis der DNA-Mengen wurde je nach
Anwendung optimiert. In Hela-Zellen fuhrte eine Menge von 5 yl PLUS-Reagenz und 3
Ml Lipofektamin pro Ansatz zur hochsten Transfektionseffizienz.
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b.) Transfektion nach der Calcium-Chlorid-Methode

Fur 293T- und C33a-Zellen wurde die Calcium-Chlorid-Prazipitation angewendet. Fir
2.5x10° Zellen (10 cm-Schale) wurde eine Gesamtmenge von 10 ug DNA in 450
Wasser vorgelegt und mit 50 ul einer 2.5 M CaCl,-Losung versehen. Unter Vortexen
wurden 500 uyl HBS-Puffer tropfenweise zugefugt. Zur Bildung des Prazipitats wurde der
Ansatz 45 min bei RT inkubiert, bevor er unter Vortexen tropfenweise auf die Zellen
gegeben wurde.

Proteinbiochemische Techniken

Puffer und Losungen

Sammelgel/Trenngelpuffer
0.5 M Tris, pH 6.8/1.5 M Tris, pH 8.8

Elektrophorese-Laufpuffer
60 mM Tris

0.55% Gilycin

0.1% SDS

Protein-Probenpuffer (6x)
310 mM Tris/HCI pH 6.8
10% SDS

3.5 M 2-ME

50% Glycerol

1% Bromphenolblau

Protein-Transferpuffer
250 mM Tris

1.92 M Glycin

0.1% SDS

20% Methanol

PBS

137 mM NacCl
2.7 mM KCI

8 mM Nay;HPO4
1.4 mM KH2PO,4
pH 7.4

PBS-T

PBS
0.1% Tween
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Assay-Puffer
20 mM Tris

1 mM MgCl,
pH 9.8

Ni-NTA-Anreicherung (denaturierend)

Lysepuffer und Waschpuffer A

8 M Urea

100 mM NaH,;PO4

10 mM Tris/HCI pH 6.8

(zus. 0.05% Tween-20 bei Lysepuffer)
pH 6.8

Waschpuffer B

8 M Urea

100 mM NaH,PO,

10 mM Tris/HCI pH 8.0
pH 8.0

Puffer zur Reinigung von in Bakterien exprimierten Proteinen

a.) GST-Reinigung:
Lysepuffer

PBS

1% Triton

1 mMDTT

1 mg/ml Lysozym (Merck)
1 mM PMSF

Waschpuffer
wie Lysepuffer ohne Lysozym

Elutionspuffer
50 mM Tris/HCI pH 8.0
10 mM Glutathion (Merck)

b.) Reinigung uber ein His-Epitop:
Lysepuffer

50 mM NaH,PO4

30 mM NaCl

1% Triton X-100

1 mg/ml Lysozym

14 mM Imidazol

1 mM PMSF
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Waschpuffer
wie Lysepuffer, nur ohne Lysozym und mit 20 mM Imidazol

Elutionspuffer

wie Waschpuffer mit 250 mM Imidazol
Puffer fur in vitro-Modifikationen (10-fach)
500 mM Tris pH 7.5

50 mM MgCl,

20 mM ATP

DNA-Bindepuffer
12% Glycerol

12 mM HEPES

4 mM Tris pH 8.0
150 mM KCI

1 mM EDTA
1mMDTT

Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinbestimmungen wurden nach Bradford mit dem ,BioRad-Proteinassay (Biorad)
nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Als Standard wurden BSA-Ldsungen
bekannter Konzentration verwendet.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fur die Auftrennung von Proteinen Uber denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gele nach
Laemmli wurden 7.5-15%ige Trenngellosungen hergestellt (Angaben fur vier Gele: 12.5-
25 ml 30% Acrylamid/0.8% Bisacrylamid, 12 ml Trenngelpuffer, 500ul 10% SDS, auf 50
ml mit Wasser aufgefillt, 300 pl 10%APS, 120 pl TEMED) und in hausgefertigte
GieRkammern gegossen. Nach dem GielRen wurden die Trenngele mit 500 pl
Isopropanol Uberschichtet. Nach erfolgter Polymerisation wurde der Alkohol entfernt und
ein 4 %iges Sammelgel (fur vier Gele: 5 ml 30% Acrylamid/0.8% Bisacrylamid, 7.5 ml
Sammelgelpuffer, 300ul 10% SDS, 17 ml H,O, 200 pl APS, 100 pl TEMED) gegossen
und die Geltaschen mit einem geeigneten Kamm gesteckt. Die Proteinproben wurden
mit Probenpuffer versetzt, durch Erhitzen (5-30 min bei 95°C) denaturiert, auf das Gel
aufgetragen und bei einer Stromstarke von 140 V aufgetrennt (Molekulargewichts-
Standard: Precision Plus All blue Standards, Biorad).

Coomassie-Farbung von Proteingelen

Um Proteinbanden zu visualisieren, wurden Polyacrylamid-Gele drei mal 5 min in
Wasser zur Entfernung des SDS gewaschen, 10-90 min in Gelcode-Ldsung (Pierce)
gefarbt und anschlieend bis zur Klarung des Hintergrunds in Wasser entfarbt.

Western Blot

Proteine wurden unmittelbar nach der Elektrophorese in einer hausgefertigten Semidry-
Blot-Apparatur auf eine Nitrocellulose-Membran (Hybond-C Extra, Amersham) tberfuhrt.
Hierzu wurden drei Whatman-Papiere in GelgroRe in Transferpuffer getrankt und mit der
in Wasser aquilibrierten und anschlieRend ebenfalls in Transferpuffer getrankten
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Membran, dem in Transferpuffer getrankten Gel und wiederum drei getrankten
Whatman-Papieren Uberschichtet. Zum Entfernen von Luftblasen wurde einige Male mit
einer Glaspipette Uber den Aufbau gerollt. Der Transfer erfolgte 1 h bei Proteinen unter
40 kDa, 1.5 h bei Proteinen von 40-100 kDa und 2 h bei Proteinen Uber 100 kDa bei
einer konstanten Stromstarke von 400 mA.

Immunologischer Nachweis von membrangebundenen Proteinen

Zur Besetzung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Nitrocellulose-Membran mit
den immobilisierten Proteinen 30 min bei RT in Block-Puffer (Tropix) geschwenkt. Die
Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte 1 h bei RT in PBS-T. Die Membran wurde
dreimal 10 min mit PBS-T gewaschen und anschlieend mit einem sekundaren, AP-
markierten Antikorper in einer 1:10.000-Verdunnung in Blocking-Puffer fur 1 h bei RT
inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS-T wie oben erfolgte ein zweimaliger
Waschschritt von je 2 min mit Assay-Puffer und anschlieBend die Detektion mittels
Chemolumineszenz (CDP-Star Western Kit, Tropix) nach Herstellerangaben auf ECL-
Hyperfilm (Amersham).

Reinigung rekombinanter Proteine aus Bakterien unter nativen Bedingungen

Die Reinigung von in E. coli BL21 exprimierten rekombinanten Proteinen mit GST-
Fusionsanteilen bzw. His-Epitopen erfolgte mittels Affinitatsreinigung unter Verwendung
von Glutathion-Sepharose (Pharmacia) bzw. Nickel-NTA-Agarose (Qiagen) unter
nativen Bedingungen und nach Angaben der Hersteller. Das Bakteriensediment wurde
in 20-40 ml des jeweiligen Lysepuffers mit frisch zugesetzten Proteaseinhibitoren
resuspendiert und die Bakterien durch einen dreimaligen Gefrier/Tau-Zyklus (-20°C
UN/37°C, zweimal -80°C/37°C) lysiert und das Lysat zur Scherung der DNA sonifiziert
(16%) bis aus dem viskosen Lysat eine tropfbare Losung entstand. Nach 30 min
Zentrifugation bei 10.000 g erfolgte die Bindung des Uberstands an die entsprechende
Matrix (1ml Gelsuspension/20 ml Lysat, durch dreimaliges Waschen mit Bindepuffer
aquilibriert) 2 h bei 4°C auf einem Roller. Das Gelbett wurde bei 500 g abzentrifugiert
und dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Das gereinigte rekombinante Protein wurde
zwei- bis dreimal mit je 0.5 ml des entsprechenden Elutionspuffers eluiert, gegen 50 mM
Tris pH 7.5 dialysiert und mittels SDS-Gelelektrophorese auf seine Anwesenheit und
Reinheit Uberpruft. Alle Schritte erfolgten mit vorgekuhlten Materialien bei 4°C.

In vitro-Modifikation mit SUMO

Als Substrate wurden **S-markierte, in vitro translatierte (TNT quick coupled reticulocyte
lysate system Kit, Promega) oder rekombinant generierte Proteine verwendet. Die
Detektion von SUMO-Konjugaten erfolgte dementsprechend Uber Autoradiographie bzw.
Western Blot. Die in vitro-Modifikation erfolgte in einem 20 pl-Ansatz mit 1-2 pl
Translationsprodukt bzw. 50 ng rekombinantem Protein mit 100 ng E1, 10-100 ng Ubc9,
3 ug SUMO und gegebenenfalls 100 ng PIAS in Modifikationspuffer 2 h bei 30°C. Die
Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-Probenpuffer abgestoppt, mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und entsprechend weiter analysiert.

Nachweis von SUMO-Modifikation in vivo

Die Modifikation von Proteinen mit SUMO wurden an exo- oder an endogen
exprimierten Substraten gezeigt. 3x10° Hela-Zellen wurden mit 0.8 pg SUMO,
gegebenenfalls 2 ug PIAS und/oder 1 ug des Substrats transfiziert, nach 24 oder 48 h
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durch direkte Zugabe von 200 ul SDS-Probenpuffer lysiert und bei 95°C aufgekocht. 5-
20 ul des Zelllysats wurden elektrophoretisch aufgetrennt und die Modifikation mittels
Western Blot gegen das Substrat nachgewiesen.

Denaturierende Anreicherung von SUMO-Konjugaten

Hela-Zellen wurden mit dem jeweiligen Substrat und einer das His-Epitop
exprimierenden SUMO-Version transfiziert und die modifizierten Proteine Uber Ni-NTA-
Agarose isoliert. Hierzu wurden die Zellen 48 h nach Transfektion mit 200 ul Nickel-
Lysepuffer lysiert und davon 20 pl als Input abgenommen und mit 5 pyl 6xSDS-
Probenpuffer aufgekocht. Alternativ wurden die Inputs aus der direkten Lyse in SDS-
Probenpuffer von Paralleltransfektionen erhalten. Die restlichen 180 ul des Lysats
wurden mit Lysepuffer auf ein Volumen von 800 pl aufgeflllt und 30 min bei 95°C
aufgekocht. Zur Entfernung der genomischen DNA wurde das Lysat 25 min bei RT in
der Tischzentrifuge zentrifugiert (16.000 g) und der Uberstand mit 15 pl Ni-NTA-Agarose
magnetic beads (Qiagen) versehen. Zur Bindung des His-Epitops wurde UN auf einem
Rad bei RT inkubiert. Die magnetischen Kugelchen wurden je dreimal mit 800 pl
Waschpuffer A und B sowie einmal mit PBS gewaschen und in 20 pl 2xSDS-
Probenpuffer aufgekocht.

Immunprazipitation von Proteinen

Durch Immunprazipitation wurden spezifisch Proteine aus einem Zellextrakt isoliert.
Dafiir wurden ca. 1x10” Zellen in Immunprazipitationspuffer (IP-Puffer) lysiert und
unlésliche Zellbestandteile durch Zentrifugation (30 min bei 4°C, 16.000 g) entfernt. Der
Uberstand wurde mit 20 pl ProteinG-Agarose (Roche) und 2 pg eines gegen das zu
prazipitierende Protein gerichteten Antikdrpers versehen, bzw. im Fall von mit dem Flag-
Epitop fusionierten Proteinen mit 20 pl gebrauchsfertiger Anti-Flag M2-Agarose (Sigma).
Die Bindung erfolgte 2 h bei 4°C auf dem Rad. AnschlieRend wurden die
Agarosekugelchen dreimal in IP-Puffer gewaschen (zwischendurch je durch
Zentrifugation sedimentiert). Die Flussigkeit wurde dann madglichst vollstandig
abgenommen. Zur Elution der Proteine wurden die Kugelchen mit 20 pl 2xSDS-
Probenpuffer versehen und aufgekocht. AnschlieBend wurden die Proben
elektrophoretisch aufgetrennt und die Immunprazipitation bzw. Koimmunprazipitation
von Proteinen im Western Blot nachgewiesen.

Zur |dentifizierung von zellularen Interaktoren wurde das Flag-fusionierte Bait in
praparativem MaRstab aus ca. 1x10® 293T-Zellen gereinigt. Hierzu wurde das Lysat
zehnmal Uber eine mit 200 pl Flag-Agarose bepackten Pierce-Saule gegeben.
AnschlieBend wurde die Saule fiunfmal mit je 5 ml Waschpuffer gewaschen und die
gebundenen Proteine in 30 Fraktionen a 10 yl gesammelt. Die Fraktionen wurden mit
Probenpuffer versehen und auf Gradientengelen aufgetrennt. Die zusatzlich zum Bait
sichtbaren Banden wurden ausgeschnitten und einer massenspektrometrischen Analyse
unterzogen.

Bestimmung der transkriptionellen Aktivitat

Das Potenzial eines gegebenen Proteins zur Transaktivierung wurde in
Reportergenexperimenten bestimmt. Hierzu wurden 3x10° Zellen mit den zu testenden
Transkriptionsfaktoren zusammen mit Reportergenen, die in ihren Promotoren
entsprechende Bindungsstellen besitzen, transfiziert. Zur Normalisierung der
Transfektionseffizienz wurde ein Luziferase-Kontrollvektor aus Renilla reniformis
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kotransfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen in 300 ul passivem Lysepuffer
lysiert, von denen 20 pyl mit dem Dual Luziferase Reporter Assay (Promega) nach
Angaben des Herstellers analysiert wurden.
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Peptidabdeckungen

Peptidabdeckung Ku70

1 SGWESYYKTE GDEEAEEEQE ENLEASGDYK YSGRDSLIFL VDASKAMFES

51 QSEDELTPFD MSIQCIQSVY ISKIISSDRD LLAVVFYGTE KDKNSVNFKN
101 IYVLQELDNP GAKRILELDQ FKGQQGQKRF QDMMGHGSDY SLSEVLWVCA
151 NLFSDVQFKM SHKRIMLFTN EDNPHGNDSA KASRARTKAG DLRDTGIFLD
201 LMHLKKPGGF DISLFYRDII SIAEDEDLRV HFEESSKLED LLRKVRAKET
251 RKRALSRLKL KLNKDIVISV GIYNLVQKAL KPPPIKLYRE TNEPVKTKTR
301 TFNTSTGGLL LPSDTKRSQI YGSRQIILEK EETEELKRFD DPGLMLMGFK
351 PLVLLKKHHY LRPSLFVYPE ESLVIGSSTL FSALLIKCLE KEVAALCRYT
401 PRRNIPPYFV ALVPQEEELD DQKIQVTPPG FQLVFLPFAD DKRKMPFTEK
451 IMATPEQVGK MKAIVEKLRF TYRSDSFENP VLQQHFRNLE ALALDLMEPE
501 QAVDLTLPKY EAMNKRLGSL VDEFKELVYP PDYNPEGKVT KRKHDNEGSG
551 SKRPKVEYSE EELKTHISKG TLGKFTVPML KEACRAYGLK SGLKKQELLE
601 ALTKHFQD

Peptidabdeckung Ku80

1 VRSGNKAAVV LCMDVGFTMS NSIPGIESPF EQAKKVITMF VQRQVFAENK

51 DEIALVLFGT DGTDNPLSGG DQYQNITVHR HLMLPDFDLL EDIESKIQPG
101 SQQADFLDAL IVSMDVIQHE TIGKKFEKRH IEIFTDLSSR FSKSQLDIII
151 HSLKKCDISL QFFLPFSLGK EDGSGDRGDG PFRLGGHGPS FPLKGITEQQ
201 KEGLEIVKMV MISLEGEDGL DEIYSFSESL RKLCVFKKIE RHSIHWPCRL
251 TIGSNLSIRI AAYKSILQER VKKTWTVVDA KTLKKEDIQK ETVYCLNDDD
301 ETEVLKEDII QGFRYGSDIV PFSKVDEEQM KYKSEGKCFS VLGFCKSSQV
351 QRRFFMGNQV LKVFAARDDE AAAVALSSLI HALDDLDMVA IVRYAYDKRA
401 NPQVGVAFPH IKHNYECLVY VQLPFMEDLR QYMFSSLKNS KKYAPTEAQL
451 NAVDALIDSM SLAKKDEKTD TLEDLFPTTK IPNPRFQRLF QCLLHRALHP
501 REPLPPIQQH IWNMLNPPAE VTTKSQIPLS KIKTLFPLIE AKKKDQVTAQ
551 EIFQDNHEDG PTAKKLKTEQ GGAHFSVSSL AEGSVTSVGS VNPAENFRVL
601 VKQKKASFEE ASNQLINHIE QFLDTNETPY FMKSIDCIRA FREEAIKFSE
651 EQRFNNFLKA LQEKVEIKQL NHFWEIVVQD GITLITKEEA SGSSVTAEEA
701 KKFLAPKDKP SGDTAAVFEE GGDVDDLLDM |

Peptidabdeckung PARP-1

1 AESSDKLYRV EYAKSGRASC KKCSESIPKD SLRMAIMYQS PMFDGKVPHW
51 YHFSCFWKVG HSIRHPDVEV DGFSELRWDD QQKVKKTAEA GGVTGKGQDG

101 IGSKAEKTLG DFAAEYAKSN RSTCKGCMEK IEKGQVRLSK KMVDPEKPQL
151 GMIDRWYHPG CFVKNREELG FRPEYSASQL KGFSLLATED KEALKKQLPG
201 VKSEGKRKGD EVDGVDEVAK KKSKKEKDKD SKLEKALKAQ NDLIWNIKDE
251 LKKVCSTNDL KELLIFNKQQ VPSGESAILD RVADGMVFGA LLPCEECSGQ
301 LVFKSDAYYC TGDVTAWTKC MVKTQTPNRK EWVTPKEFRE ISYLKKLKVK
351 KQDRIFPPET SASVAATPPP STASAPAAVN SSASADKPLS NMKILTLGKL
401 SRNKDEVKAM |IEKLGGKLTG TANKASLCIS TKKEVEKMNK KMEEVKEANI
451 RVVSEDFLQD VSASTKSLQE LFLAHILSPW GAEVKAEPVE VVAPRGKSGA
501 ALSKKSKGQV KEEGINKSEK RMKLTLKGGA AVDPDSGLEH SAHVLEKGGK
551 VFSATLGLVD IVKGTNSYYK LQLLEDDKEN RYWIFRSWGR VGTVIGSNKL
601 EQMPSKEDAI EHFMKLYEEK TGNAWHSKNF TKYPKKFYPL EIDYGQDEEA
651 VKKLTVNPGT KSKLPKPVQD LIKMIFDVES MKKAMVEYE|I DLQKMPLGKL
701 SKRQIQAAYS ILSEVQQAVS QGSSDSQILD LSNRFYTLIP HDFGMKKPPL
751 LNNADSVQAK VEMLDNLLDI EVAYSLLRGG SDDSSKDPID VNYEKLKTDI
801 KVVDRDSEEA EIIRKYVKNT HATTHNAYDL EVIDIFKIER EGECQRYKPF
851 KQLHNRRLLW HGSRTTNFAG ILSQGLRIAP PEAPVTGYMF GKGIYFADMV
901 SKSANYCHTS QGDPIGLILL GEVALGNMYE LKHASHISKL PKGKHSVKGL
951 GKTTPDPSAN ISLDGVDVPL GTGISSGVND TSLLYNEYIV YDIAQVNLKY
1001 LLKLKFNFKT SLW
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