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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Biogenese eukaryotischer Ribosomen ist ein streng kontrollierter, dynamischer
Prozess, der ein komplexes raumliches und zeitliches Zusammenspiel vieler
verschiedener Proteine erfordert. Dabei wird zunachst ribosomale DNA mit Hilfe der RNA-
Polymerase | im Nukleolus transkribiert. Das daraus resultierende rRNA-Vorlaufer-Molekdul
wird anschlieend umfassend prozessiert und modifiziert. Gleichzeitig assemblieren
ribosomale Proteine mit der reifenden rRNA, um praribosomale Partikel zu bilden, die fur
weitere Reifungsschritte ins Nukleoplasma und Cytoplasma transportiert werden. Zum
Verstandnis des ribosomalen Reifungsprozesses haben bislang vor allem genetische und
biochemische Studien in der Backerhefe beigetragen. In Saugerzellen sind dagegen die
Komponenten der Ribosomenbiogenese wenig charakterisiert, und insbesondere unser
Wissen Uber die Regulationsmechanismen ist [ickenhaft.

Die posttranslationale Modifikation mit dem ubiquitinahnlichen SUMO-Protein reguliert
eine Vielzahl wichtiger zellularer Prozesse. SUMO-spezifische Isopeptidasen der SENP-
Familie katalysieren die Abspaltung von SUMO von Zielproteinen und kontrollieren damit
das Gleichgewicht zwischen Modifikation und Demodifikation.

Vorarbeiten zu dieser Arbeit haben eine entscheidende Rolle fur die SUMO-Iso-
peptidase SENP3 wahrend der nukleolaren Schritte der Ribosomenbiogenese gezeigt.
Allerdings waren die Substrate von SENP3 bei diesem Prozess weitgehend unbekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein SENP3-assoziierter Proteinkomplex bestehend
aus den Komponenten PELP1, TEX10 und WDR18 aufgereinigt. Als weitere Bindungs-
partner von PELP1 wurden auRerdem MDN1 und LAS1L identifiziert. Durch RNAI-
vermittelte Depletionsexperimente in Zellkultur konnte gezeigt werden, dass PELP1,
TEX10 und WDR18, sowie die assoziierten Proteine MDN1 und LAS1L, ebenso wie
SENP3 fur die Reifung der 28S rRNA und den nukleolaren Export der grofden ribosomalen
Untereinheit erforderlich sind. PELP1 und LAS1L wurden als SENP3-sensitive SUMO-
Substrate charakterisiert. Dariberhinaus konnte gezeigt werden, dass das Gleichgewicht
zwischen Sumoylierung und Desumoylierung die subnukleare Lokalisierung des
Komplexes kontrolliert. Sumoylierung fuhrt zum Ausschluss aus dem Nukleolus, wahrend
Desumoylierung die nukleolare Kompartimentierung fordert.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass der Komplex
aus den Proteinen PELP1, TEX10 und WDR18 die Ribosomenbiogenese reguliert.
AuRerdem deuten sie darauf hin, dass dessen SUMO-abhangige subzellulare Verteilung

Ablauf und Koordination der Ribosomenreifung kontrolliert.
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2 Einleitung

2.1 Aufbau und Funktion von Ribosomen

Ribosomen werden zur Synthese zellularer Proteine bendtigt. Das Ribosom ist eine
komplexe katalytische Maschinerie mit einer Grolze von etlichen Megadaltons, die aus
mehr als 50 Proteinen und mehreren ribosomalen RNA (rRNA)-Molekiulen zusammen-
gesetzt ist. Eine typische eukaryotische Zelle enthalt einige Millionen Ribosomen in ihrem
Cytoplasma, was verdeutlicht, dass die Herstellung von Ribosomen eine grol3e Stoff-
wechselleistung der Zelle darstellt. Prokaryotische und eukaryotische Ribosomen sind sich
in Aufbau und Funktion sehr ahnlich. Beide bestehen aus einer kleinen und einer grof3en
Untereinheit, die in Eukaryoten aufgrund ihrer Sedimentationskoeffizienten 40S- bzw. 60S-
Untereinheiten genannt werden. Die kleine (40S-) Untereinheit besteht in Saugern aus
etwa 30 Proteinen und einer ribosomalen RNA (18S rRNA), die groflde (60S-) Untereinheit
aus etwa 50 Proteinen und drei ribosomalen RNAs (28S, 5,8S und 5S rRNAs). Zusammen
binden die beiden Untereinheiten als 80S-Ribosom an ein mRNA-Molekul, um die
Synthese von Proteinen zu veranlassen. Hierbei wird die mRNA-Nukleotidsequenz in eine
Aminosauresequenz Ubersetzt, indem Aminoacyl-tRNAs als Adaptoren verwendet werden,
um die jeweilige Aminosaure an das Ende der wachsenden Polypeptidkette anzuknupfen.
Dabei besitzen die rRNAs die eigentliche katalytische Funktion des Ribosoms, wahrend
die ribosomalen Proteine eher eine stabilisierende, strukturgebende Rolle spielen.

An der Herstellung von Ribosomen sind alle drei RNA-Polymerasen beteiligt. Die RNA-
Polymerase | synthetisiert dabei einen 47S-rRNA-Vorlaufer, wobei eine rDNA-Transkrip-
tionseinheit als Matrize dient. Aus dieser Vorlaufer-rRNA entstehen dann durch eine
schrittweise Prozessierung die 28S, 18S und 5,8S rRNAs. Die 5S rRNA sowie die kleinen
nukleolaren RNAs (snoRNAs, small nucleolar RNAs), die an der rRNA-Prozessierung
beteiligt sind, werden mit Hilfe der RNA-Polymerase Ill gebildet. Die RNA-Polymerase Il
wiederum ist fur die Synthese der mRNAs verantwortlich, die fur ribosomale und regulato-
rische nicht-ribosomale Proteine kodieren.

Wachstumsbedingungen sowie andere externe Faktoren wie z. B. Stress beeinflussen
die Ribosomenbiogenese in pro- und eukaryotischen Zellen (Warner, 1999; Mayer und
Grummt, 2005). Wachstumsfordernde Bedingungen aktivieren die Ribosomenproduktion;
sind die Wachstumsbedingungen hingegen schlecht, wird auch die Ribosomenbiogenese
heruntergefahren. Die Verfugbarkeit von Ribosomen ist also ein wichtiger Faktor fur die
Zellproliferation. Kommt es zu Fehlregulationen in diesem Prozess, kann dies zu unkon-

trolliertem Zellwachstum fiihren.
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Auch verschiedene Erbkrankheiten des Menschen resultieren aus Defekten von
ribosomalen Proteinen oder von Faktoren, die am Prozess der Ribosomenbiogenese
beteiligt sind. Meist handelt es sich dabei um Knochenmarkserkrankungen, fur die eine
verminderte Anzahl an Blutzellen, insbesondere von Erythrozyten charakteristisch ist, was
zu schweren Anamien fuhren kann. Viele dieser sogenannten Ribosomopathien sind auch
mit einem erhohten Krebsrisiko, insbesondere mit der Entwicklung von Leukamien,
assoziiert (Ganapathi und Shimamura, 2008; Narla und Ebert, 2010).

2.2 Nukleolus und Ribosomenbiogenese

Der Nukleolus (auch Kernkorperchen genannt) ist mit 1-3uym Durchmesser die am besten
sichtbare Struktur innerhalb des Kerns einer Saugerzelle und wurde bereits vor 200
Jahren zum ersten Mal lichtmikroskopisch untersucht (Valentin, 1836). Er verfugt Uber
keine Membran, Iasst sich aber vom Rest des Zellkerns funktionell abgrenzen. Erst Mitte
der 1960er Jahre wurde die Bedeutung des Nukleolus bei der Synthese ribosomaler RNA
klar. Nachfolgende Untersuchungen trugen zu einem genaueren Verstandnis der
Assemblierung ribosomaler Untereinheiten im Nukleolus bei. Es handelt sich dabei um
einen mehrstufigen Prozess, dessen einzelne Schritte in bestimmten Substrukturen des
Nukleolus stattfinden. Eine elektronenmikroskopische Aufnahme dieser Regionen ist in
Abb. 1 zu sehen. Im Zentrum des Nukleolus befindet sich die FC (Fibrillar Centre)-Region,
an die sich nach aullen hin die DFC (Dense Fibrillar Component)-Region anschlieft.
Oftmals enthalt ein Nukleolus mehrere von DFC umgebene fibrillare Zentren. Die dulRere

Zone des Nukleolus wird GC (Granular Component) genannt.

Abb. 1 Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Nukleolus aus HeLa-Zellen [aus
(Hernandez-Verdun et al., 2010)]

Dargestellt ist ein Schnitt durch einen Nukleolus mit seinen drei nukleoldren Subregionen:
FC (Sternchen), DFC (weil3er Pfeil), GC (GC). MafRstabsbalken: 0,5 ym.

Nukleoli bilden sich nach Ende der Zellkernteilung um die repetitiven Sequenzen der
ribosomalen DNA (rDNA) herum. Diese chromosomalen Regionen, auch NORs (Nucleolar
Organizer Regions) genannt, enthalten Gene, die fur ribosomale RNAs kodieren. Diese
Gene liegen beim Menschen auf den kurzen Armen der funf akrozentrischen Chromo-

somen 13, 14, 15, 21 und 22. Die Transkription dieser rDNA-Gene, die an der Grenze
3
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zwischen FC- und DFC-Region durch die RNA-Polymerase | erfolgt, fuhrt zur Entstehung
eines ca. 13000 Nukleotiden langen 47S rRNA-Vorlaufer-Transkripts. Proteine und kleine
nukleolare RNAs (snoRNAs) beginnen mit den entstehenden pra-rRNA-Ketten zu
assoziieren und bilden so das 90S praribosomale Partikel. Liegen die nukleolaren
Komponenten aufgespreizt vor (in sogenannten Miller spreads), konnen die wachsenden
rRNA-Molekile als Zweige eines Weihnachtsbaums mit ,Christbaumkugeln® (terminal
knobs), die durch die assoziierten Komplexe ribonuklearer Proteine (RNP) dargestellt

werden, angesehen werden (Mougey et al., 1993) (Abb. 2).

9,1 kb repeat

— — —
/7 D)7/ gt i
ARSI R IONNNNNNY AR SSSN\Y

Abb. 2 Die repetitiven Einheiten der rRNA-Gene aus der Backerhefe [verdandert nach (French et al., 2003)]

(A) Schematische Darstellung der vier repetitiven rRNA-Gen-Regionen mit transkriptionell aktiven und inaktiven
Einheiten. (B) Darstellung einer Gen-Spacer-Einheit mit einem 35S-rRNA-Gen, das von der RNA-Polymerase |
transkribiert wird (lange fette Linie), dem von der RNA-Polymerase Il transkribierten 5S-rRNA-Gen (kurze fette Linie)
und nichttranskribierten spacer-Regionen (diinne Linien). (C) Elektronenmikroskopische Aufnahme einer rRNA-Gen-
spacer-Einheit, bindig mit der Genkarte aus (B) angeordnet. Der lange Pfeil zeigt die Transkriptionsrichtung der
Polymerase | an. Der kurze Pfeil verweist auf die Struktur, die haufig an der Position des 5S-rRNA-Gens beobachtet
werden kann. Mafstabsbalken: 0,4 ym.

Nach der Bildung dieser pra-RNP-Partikel folgt die Prozessierung der pra-RNA zu
reifen rRNAs. Frihe Spaltungsreaktionen ereignen sich dabei in der DFC-Region des
Nukleolus, wahrend spatere Prozessierungsschritte in der GC-Region stattfinden. Wie in
Abb. 3 gezeigt, erfolgt die Herstellung reifer rRNAs in einer Reihe von Reaktionen, die zu
immer kurzeren pra-RNA-Zwischenstufen fuhren. Dabei werden Regionen im 5’-Bereich
zuerst prozessiert. Zunachst erfolgen Spaltreaktionen innerhalb der sogenannten Spacer-
Regionen (ETS: External Transcribed Spacer; ITS: Internal Transcribed Spacer), die durch
Endonukleasen katalysiert werden, bevor Exonukleasen die entstandenen Fragmente von
beiden Enden her kurzen. Dies fuhrt schlief3lich zur Bildung reifer 18S-, 5,8S- und 28S-
rRNA-Formen, die dann in der GC-Region des Nukleolus mit ribosomalen Proteinen und
der 5S rRNA assemblieren und nachfolgend weiteren Reifungsschritten im Nukleoplasma

unterliegen, bevor sie ins Cytoplasma exportiert werden.



Einleitung

Abb. 3 Ubersicht iiber die Schritte der rRNA-

J’—i — - 47S Prozessierung in Vertebraten [aus (Olson, 2010)]

5’ ETS ITS1 ! ITS2 3’ ETS Das 47S-pra-rRNA-Transkript enthalt eine 5-ETS-

Region, zwei ITS-Segmente (ITS1 und ITS2) und eine

— ‘_{?_' = 465 3-ETS-Region, die alle endonukleolytisch geschnitten

und durch Exonukleasen abgebaut werden, um reife

. 1458 183, 5,85 und 28S rRNAs zu bilden. Die Verteilung

0 — ] 41S der reifen rRNAs in den ribosomalen Untereinheiten ist

1 im unteren Teil dargestellt. Die 5,8S rRNA ist mit dem

—— 365 5-Ende der 28S rRNA Uber Wasserstoffbriicken-

+ bindungen assoziiert. Die 5S rRNA bindet zunachst an

325 das ribosomale Protein L5, bevor sie in das pra-RNP-

Partikel assembliert. ETS: External Transcribed

Spacer; ITS: Internal Transcribed Spacer.
 —

18S
40S

Neben der frihen rRNA-Prozessierung finden auch posttranskriptionale Modifikations-
reaktionen der rRNA, wie z. B. die Methylierung einzelner Basen und von Ribose sowie
die Umwandlung von Uridin zu Pseudouridin, in der DFC-Region des Nukleolus statt.
Diese Modifikationen werden von snoRNPs (small nucleolar Ribonucleoproteins) und
zahlreichen nicht-ribosomalen Protein-Prozessierungsfaktoren vermittelt. snoRNAs spielen
eine wichtige Rolle bei der Abfolge der einzelnen Spaltreaktionen und unterstutzen die
korrekte Faltung der rRNAs. Die Ausbildung von Basenpaarungen zwischen einer snoRNA
und der pra-rRNA ist Voraussetzung fur den korrekten Ablauf der rRNA-Prozessierung.
SnoRNAs koénnten so Nukleasen an die zu spaltenden Stellen bringen, indem sie
bestimmte RNA-Faltungsmuster ausbilden, die dann durch die Nukleasen erkannt werden.
Ungefahr 100 Nukleotide der Vertebraten-rRNA werden an den 2’-OH-Gruppen der
Ribose mit Hilfe der snoRNAs methyliert. Diese Modifikation findet entweder wahrend oder
direkt nach der pra-rRNA-Synthese statt.

Eine weitere wichtige Modifikation der pra-rRNA ist die Pseudouridylierung, die
Isomerisierung von Uridin zu Pseudouridin. Hierbei wird die N-glykosidische Bindung
zwischen Base und Zucker durch eine C-glykosidische Bindung ersetzt. Pseudouridine
kommen in der pra-rRNA ungefahr genauso oft vor wie Methylgruppen. In beiden Fallen

befinden sich modifizierte Reste innerhalb konservierter Bereiche der reifen rRNAs.
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Details Uber die Funktion beider Modifikationen sind bis dato noch nicht aufgeklart (Olson,
2010).

Die Assemblierung der rRNAs zusammen mit ribosomalen Proteinen zu reifen
Ribosomen erfordert die streng regulierte, koordinierte Aktivitat von mehr als 200
Proteinen. Neben snoRNPs und Nukleasen binden weitere nicht-ribosomale Proteine wie
RNA-Chaperone und -Helikasen, Kinasen, GTPasen und AAA-ATPasen, die die Asso-
ziation und Dissoziation von Proteinen erleichtern, voriubergehend an die ribosomalen
Vorlaufer. Viele dieser Enzyme stellen die fur den korrekten Ablauf der ribosomalen
Prozessierung und Reifung bendtigte Energie bereit und sind an ganz bestimmten
Schritten der Ribosomenbiogenese beteiligt (Kressler et al., 2010).

Wahrend in Saugerzellen das Wissen uber die beteiligten Proteine und deren
Regulation bisher noch lickenhaft ist, konnten in der Hefe Saccharomyces cerevisiae
bereits viele dieser Faktoren durch Affinitdtsreinigung einzelner Proteine und
massenspektrometrische Analyse der assoziierten Proteinkomplexe identifiziert werden
(Rigaut et al., 1999). Dies ermoglichte einen detaillierten Einblick in die sequentielle
Entstehung der als praribosomale Partikel bezeichneten Zwischenstufen (Nissan et al.,
2002; Schafer et al., 2003).

Die pra-60S-Partikel konnen nach den in ihnen enthaltenen Markerproteinen in
nukleolare, nukleolare/nukleoplasmatische, nukleoplasmatische, nukleoplasmatische/cyto-
plasmatische und cytoplasmatische Partikel eingeteilt werden. Die mit den pra-60S-
Komplexen assoziierten nicht-ribosomalen Proteine kdnnen demnach in funf verschiedene
Klassen eingeteilt werden: 1. Faktoren, die nur mit den frihesten praribosomalen Partikeln
im Nukleolus assoziiert sind und damit eine Rolle bei den sehr fruhen Ereignissen
wahrend der pra-rRNA-Modifizierung spielen. 2. Faktoren, die frih im Nukleolus an die
pra-60S-Untereinheiten binden und an diesen auf deren Weg in Richtung Kernpore
gebunden bleiben. 3. Faktoren, die fur den intranuklearen Transport bendtigt werden.
4. Faktoren, die an die spaten pra-60S-Partikel im Nukleoplasma binden, aber vor dem
Export ins Cytoplasma von den Partikeln dissoziieren. 5. Faktoren, die mit den Partikeln
kurz vor deren Passage durch die Kernpore assoziieren und als Transportproteine ins

Cytoplasma fungieren (Tschochner und Hurt, 2003).
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Abb. 4 Gangiges Modell der Reifung und des Exports der 40S und 60S ribosomalen Untereinheiten [verdandert
nach (Tschochner und Hurt, 2003)]

Die friheste ribsomale Vorstufe ist das 90S-Partikel, das aus dem pra-rRNA-Transkript, dem U3 snoRNP-enthaltenden
Prozessom und weiteren 40S-Synthesefaktoren besteht. Nach der ersten Spaltungsreaktion wird der 90S-Vorlaufer in
die 40S- und 60S-Untereinheiten aufgeteilt. Das Prozessom dissoziiert vom pra-40S-Partikel, und einige zusatzliche
Proteine assoziieren mit dem reifenden 40S-Partikel, bevor es aus dem Kern exportiert wird. Die Mehrzahl der pra-60S-
Faktoren assembliert nach der ersten Spaltung des pra-90S-Partikels. Viele dieser Proteine dissoziieren in
darauffolgenden Schritten von der pra-60S-Untereinheit auf deren Weg vom Nukleolus zur Kernpore, wahrend zu
spateren Zeitpunkten wenige weitere Proteine voriibergehend mit dem Partikel assoziieren. Fir den Export der Partikel
bedarf es der Bindung weiterer Faktoren. Die letzten Reifungsschritte finden nach dem Transport durch die Kernpore
statt. Die Exportproteine fur die 40S-Untereinheit sind bisher nicht bekannt.

Mit den frihesten nukleolaren pra-60S-Partikeln sind rund 50 nicht-ribosomale
Proteine assoziiert. Nach Umformung der Partikel in Nukleolus und Nukleoplasma sind
nach deren Export Uber den Kernporenkomplex ins Cytoplasma nur noch funf dieser
Faktoren gebunden (Nissan et al.,, 2002). Dies macht deutlich, dass 60S-Praribosomen
einer enormen Umgestaltung auf ihrem Weg vom Nukleolus ins Cytoplasma unterworfen
sind (Abb. 4).

Ein Beispiel fur einen nukleolaren Komplex aus nicht-ribosomalen Ribosomen-
biogenesefaktoren ist der Ytm1-Erb1-Nop7-Komplex aus der Backerhefe bzw. der dazu
homologe Komplex aus Saugern, bestehend aus PES1, BOP1 und WDR12 (der
sogenannte PeBoW-Komplex). Diese Proteinkomplexe spielen eine wichtige Rolle bei der
rRNA-Prozessierung und damit bei der Reifung praribosomaler 60S-Untereinheiten (Holzel
et al., 2005; Miles et al., 2005). Die nicht-ribosomalen Proteine Rix1, Ipi1 und Ipi3 sind
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hingegen in der Backerhefe an spateren Reifungsschritten des praribosomalen Partikels
im Nukleoplasma und an dessen Export aus dem Kern beteiligt (Galani et al., 2004;
Krogan et al., 2004). Wie bereits oben erwahnt, haben AAA-ATPasen, wie Rix7 und Rea1
aus S. cerevisiae, eine wichtige Funktion im ribosomalen Reifungsprozess. Beide AAA-
ATPasen sind fur die Dissoziation nicht-ribosomaler Proteine von den praribosomalen
Partikeln verantwortlich, was Voraussetzung fur den weiteren Verlauf der Biogenese der
60S ribosomalen Untereinheiten ist (Kressler et al., 2008). Rix7 ist fur die Umwandlung
des fruhen nukleolaren Nsa1-Partikels von Bedeutung, Rea1 scheint dagegen an zwei
zentralen spateren Schritten mitzuwirken. Es entfernt im Verlauf des nukleolaren/nukleo-
plasmatischen Transits den Ytm1-Erb1-Nop7-Komplex von frihen Partikeln und bindet zu
einem spateren Zeitpunkt an das Rix1-enthaltende Partikel, um die Dissoziation des Rix1-
Ipi1-Ipi3-Komplexes zu vermitteln (Ulbrich et al., 2009; Bassler et al., 2010). Nur so ist das
Partikel klein genug, um durch die Kernpore ins Cytoplasma transportiert zu werden.

In der Backerhefe sind all diese erwahnten nicht-ribosomalen Proteine essentiell fur
die Lebensfahigkeit, was die Bedeutung der korrekten Regulation der Ribosomenbio-
genese unterstreicht.

Im Gegensatz zur Reifung des 60S-Vorlaufers ist die des 40S-Partikels weniger
komplex. Die Assemblierung des Vorlaufers der 40S ribosomalen Untereinheit, des
sogenannten SSU (Small Subunit)-Prozessoms oder 90S-Partikels, erfolgt kotranskrip-
tionell. Dieses Partikel enthalt mehr als 20 nicht-ribosomale Proteine, die nach den ersten
Spaltreaktionen der Vorlaufer-rRNA zu einem Grofteil dissoziieren. Nach der Bindung
weiterer ribosomaler Proteine wird das pra-40S-Partikel zlgig aus dem Nukleolus ins
Cytoplasma exportiert, wo letzte Spalt- und Modifikationsreaktionen stattfinden (Fatica et
al., 2003; Schafer et al., 2003; Schafer et al., 2006) (Abb. 4). Nach abgeschlossener
Reifung bindet die 40S zusammen mit der 60S ribosomalen Untereinheit an mRNA, was
zur Bildung eines funktionalen Ribosoms fuhrt.

Um eine reibungslose und korrekte Ribosomenreifung zu gewahrleisten, sind
Qualitatskontrolimechanismen unabdingbar. Entstehen falsch assemblierte pra-RNPs oder
fehlerhafte rRNA-Zwischenformen, werden diese mit Hilfe des sogenannten TRAMP-
Komplexes, der mit dem Exosom assoziiert ist, polyadenyliert und anschliel3end Uber das

Exosom abgebaut (LaCava et al., 2005).

2.3 Nukleolare Kompartimentierung zellularer Funktionen

Neben seiner Rolle bei der Entstehung von Ribosomen ist der Nukleolus aul3erdem fur die

Herstellung und Prozessierung kleiner RNAs und fur die Assemblierung weiterer RNA-
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Protein-Komplexe verantwortlich. Dazu gehoren z. B. die Kurzung der 5’-Enden der tRNAs
oder die Reifung der RNA-Komponente der SRPs (Signal Recognition Particles), die
naszierende Membranproteine zum rauen endoplasmatischen Retikulum bringen (Wolin
und Matera, 1999; Pederson und Politz, 2000). AuRerdem wird im Nukleolus die U6
snRNA, eine Komponente des Spleilkomplexes U6 snRNP (small nuclear Ribonucleo-
protein), durch snoRNAs modifiziert (Ganot et al., 1999).

Der Nukleolus fungiert zudem als Zellkompartiment fur die Sequestrierung regulato-
rischer Proteine. Ein wichtiges Beispiel hierfur ist die intranukleare Lokalisierung der
Proteinphosphatase Cdc14 aus der Backerhefe wahrend des Zellzyklus. Wahrend der G1-
Phase ist Cdc14 an das nukleolare Protein Net1 gebunden und damit inaktiv. Nach Eintritt
der Zelle in die Mitose, wahrend der Anaphase, wird Cdc14 von Net1 freigesetzt, was zu
seiner Aktivierung und zum Ubergang vom Nukleolus ins Nukleoplasma fiihrt. Hier
katalysiert es die Dephosphorylierung der Proteine Swi5, Sic1 und Cdh1, woraufhin die
Zelle aus der Mitose austritt und in die Interphase Ubergeht (Visintin et al., 1999).

Ein weiteres Beispiel der Bedeutung des Nukleolus fur die Regulation von Proteinen
durch intrazellulare Kompartimentierung im Zusammenhang mit Zellzykluskontrolle und
onkogenem Stress ist die Regulation des Tumorsuppressors p53 durch den nukleolaren
Tumorsuppressor ARF (humanes p14*~F, murines p19"*F). Unter normalen Bedingungen
vermittelt die Ubiquitin-Ligase MDM2 den proteasomalen Abbau von p53 im Cytoplasma.
MDM2 bewegt sich dabei zwischen Zellkern und Cytoplasma hin und her. Sind Zellen
Stress ausgesetzt, z. B. durch DNA-Schaden oder Hitzeschock, wird p53 stabilisiert, was
zum Anhalten des Zellzyklus fuhrt oder die Apoptose der Zellen auslost. Bei onkogenem
Stress wird die Stabilitat von p53 dabei hauptsachlich durch das Zusammenspiel von ARF
und MDM2 reguliert. Die Expression von ARF wird unter onkogenem Stress gesteigert,
was dann zur Bindung von ARF an MDM2 und dessen Sequestrierung im Nukleolus fuhrt.
Dadurch wird die Interaktion von MDM2 mit p53 unterbunden und die Stabilisierung von
p53 verursacht (Tao und Levine, 1999). Interessanterweise fuhrt die durch Stérungen des
Ribosomenbiogenesewegs verursachte Akkumulation freier ribosomaler Proteine zu einer
vergleichbaren Inhibierung von MDM2: Fur die ribosomalen Proteine L5, L11 und L23
konnte gezeigt werden, dass sie ahnlich wie ARF mit MDM2 assoziieren und dadurch zu
dessen Inaktivierung fuhren. Dies wiederum erklart die Stabilisierung und Aktivierung von
p53 als Folge von sogenanntem ribosomalem Stress (Lohrum et al., 2003; Zhang et al.,
2003; Dai und Lu, 2004; Jin et al., 2004). Das Zuruckhalten von Proteinen im Nukleolus
bzw. deren Freisetzung ins Nukleoplasma spielt also eine wichtige Rolle bei der

Regulation zellularer Funktionen.
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In Zellen hoherer Eukaryoten ist die Dynamik des Nukleolus besonders deutlich
wahrend der Zellkernteilung zu sehen. Zu Beginn der Mitose, sobald die Transkription
heruntergefahren wird, l6sen sich die Nukleoli auf. Wahrend der Mitose werden die
einzelnen Komponenten der rDNA-Transkription und rRNA-Prozessierung neu verteilt: Die
meisten Transkriptionsfaktoren sowie die RNA-Polymerase | bleiben mit den rDNA-
Sequenzen assoziiert, wahrend die Mehrzahl der rRNA-Prozessierungsproteine
zusammen mit teilweise prozessierten rRNAs zunachst an die Oberflache kondensierter
Chromosomen bindet und daraufhin in sogenannte NDFs (Nucleolar-Derived Foci) und
PNBs (Pre-Nucleolar Bodies) verpackt wird. Nach erfolgter Mitose kommt es schlief3lich

zur Neubildung der Nukleoli aus diesen Strukturen (Boisvert et al., 2007).

2.4 Posttranslationale Modifikationen

Nach erfolgreicher Prozessierung, Modifizierung und nuklearem Export ribosomaler
Untereinheiten stehen diese fiir die Ubersetzung (Translation) einer mRNA in ein
Polypeptid, einer Kette aus Aminosauren, im Cytoplasma bereit. Nach der Translation
konnen die Eigenschaften und Funktionen des synthetisierten Proteins durch sogenannte
posttranslationale Modifikationen moduliert und erweitert werden. Diese Modifikationen
beinhalten z. B. die enzymatische Entfernung von Aminosauren vom N-Terminus des
Proteins oder proteolytische Spaltungen der Polypeptidkette. So entsteht beispielsweise
aus Proinsulin das aktive Hormon Insulin. Des Weiteren zahlen chemische Verande-
rungen von Aminosauren zu posttranslationalen Modifikationen, wie z. B. die Isomeri-
sierung von Prolin, oder die Desiminierung von Arginin zu Citrullin. Die Hauptgruppe
posttranslationaler Modifikationen stellen kovalente Verbindungen von Molekilen oder
Molekulgruppen dar. Dazu gehoren Acetylierungen, Methylierungen, Phosphorylierungen,
aber auch das Anbringen von Kohlenhydraten, Lipiden oder Proteinen an Aminosauren
einer Polypeptidkette. Die Phosphorylierung von Proteinen spielt eine wichtige Rolle bei
der Verstarkung von Signalen wahrend der Signaltransduktion, kann hier aber auch
inhibitorisch wirken. Zuckermodifikationen erhdhen die Loslichkeit und Beweglichkeit von
Proteinen und sind haufig in Membran- und Serumproteinen zu finden. Durch das
Anbringen von Lipiden kdnnen Proteine stabil im hydrophoben Kern einer Zellmembran

verankert werden.

2.4.1 Ubiquitin und Ubiquitin-ahnliche Proteine

Die posttranslationale Modifikation von Proteinen mit Proteinen wurde erstmals in den
1970er Jahren beschrieben (Ciechanover et al., 1978; Hershko et al., 1980). Das beteiligte
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Modifikationsprotein wurde Ubiquitin genannt, nachdem es in vielen verschiedenen
Organismen identifiziert werden konnte (Goldstein et al., 1975; Wilkinson et al., 1980).
1977 wurde es als kovalenter Bindungspartner der Histonvariante H2A nachgewiesen
(Goldknopf und Busch, 1977). Ubiquitin ist ein hochkonserviertes Protein von 76 Amino-
sauren, das als Vorlauferprotein synthetisiert wird und eine charakteristische Faltung
aufweist (Abb. 5B).

Die Konjugation von Ubiquitin an Zielproteine (Ubiquitylierung) verlauft Gber einen
mehrstufigen Prozess und erfolgt in der Regel an die e-Aminogruppe von Lysinresten.
Dabei wird das C-terminale Glycin aus dem charakteristischen Doppelglycinmotiv des
Ubiquitins ATP-abhangig aktiviert und Uber eine Thioesterbindung mit einem Cystein des
Ubiquitin-aktivierenden E1-Enzyms verknupft (Vijay-Kumar et al., 1987; Pickart, 2001).
AnschlieRend erfolgt die Ubertragung des durch diese Bindung aktivierten Ubiquitins auf
ein Ubiquitin-konjugierendes E2-Enzym, was ebenfalls in Form einer Thioesterbindung
ablauft. SchlieBlich wird das Ubiquitinmolekul kovalent mit Hilfe einer E3-Ligase mit
seinem C-Terminus Uber eine Isopeptidbindung an die e-Aminogruppe eines internen
Lysinrests im Zielprotein konjugiert. Wahrend nur zwei Ubiquitin-aktivierende Enzyme
bekannt sind (Uba1 und Uba6) (Groettrup et al., 2008), gibt es im menschlichen
Organismus ca. 30 verschiedene E2-Enzyme und eine Vielzahl von Proteinen, die eine
Ubiquitin-Ligase-Aktivitat zeigen. Ubiquitin-Ligasen lassen sich in zwei Hauptgruppen
einteilen: RING-E3-Ligasen und HECT-E3-Ligasen. Erstere Ubertragen Ubiquitin direkt auf
das Substrat, besitzen also keine katalytische Aktivitat, sondern wirken vielmehr als
Adaptoren zwischen E2 und Substrat. Dagegen gehen HECT-Ligasen eine Thioester-
bindung mit Ubiquitin ein und Ubertragen es dann auf das Ziellysin des jeweiligen
Substrats. Die Vielfalt substratspezifischer Ubiquitin-Ligasen ermdglicht es, eine grofRe
Zahl an zellularen Proteinen in einem regulierten Prozess mit Ubiquitin zu modifizieren
(Pickart und Eddins, 2004).

Neben der posttranslationalen Modifikation eines Proteins mit einem einzelnen
Ubiquitin-Molekul (Mono-Ubiquitylierung) kdénnen auch Ubiquitinketten unterschiedlicher
Lange an Proteine angehangt werden (Multi- oder Poly-Ubiquitylierung). Bei der
Verknupfung dieser Ketten fungieren interne Lysinreste eines bereits konjugierten
Ubiquitins als Akzeptorstellen flr weitere Ubiquitinmolekule. An der Kettenverlangerung
bei der Poly-Ubiquitylierung konnen zusatzlich sogenannte E4-Proteine beteiligt sein
(Koegl et al., 1999).

Die Konsequenzen der Ubiquitylierung hangen von der Lange und Positionierung der

Ubiquitinkette ab. Werden die Molekule einer Kette Uber das Lysin 48 verknupft, fuhrt dies
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Uber den sogenannten Escort Pathway zum Abbau des modifizierten Substrats durch das
26S-Proteasom (Richly et al., 2005). Im Gegensatz dazu vermitteln Mono-Ubiquity-
lierungen oder die Verknupfung von Ubiquitinketten Uber das Lysin 63 nicht-proteolytische
Funktionen. Dazu gehort die Regulation von Prozessen wie Endozytose (Hicke und Dunn,
2003), Transkription (Muratani und Tansey, 2003) oder DNA-Reparatur (Hoege et al.,
2002).

Bei der Ubiquitylierung handelt es sich um eine reversible Reaktion, da Ubiquitin nach
Anheftung an ein Substrat mittels deubiquitylierender Enzyme (DUB) wieder abgespalten
werden kann (Amerik und Hochstrasser, 2004). Dies schutzt Ubiquitin zum einen vor
dessen proteasomalem Abbau bei der Hydrolyse des jeweiligen Substrats; Ubiquitin wird
also durch DUB recycelt. Zum anderen konnen DUB-Enzyme auch die Aktivitat von
Substraten durch die Abspaltung von Ubiquitin regulieren. Eine weitere Aufgabe der DUB-
Proteine besteht darin, das inaktive Ubiquitin-Vorlaufermolekll zu prozessieren, so dass
das fur die Konjugation wichtige Doppelglycinmotiv freigelegt wird.

Nach der Identifizierung und Strukturaufklarung von Ubiquitin wurde eine Reihe
weiterer Proteine beschrieben, die Ahnlichkeiten zu Ubiquitin in Sequenz und Struktur
aufweisen. Diese werden zusammengefasst als Familie der UBL (Ubiquitin Like)-Proteine
bezeichnet. Die meisten Mitglieder dieser Familie werden analog zu Ubiquitin mit einer
spezifischen Konjugationsmaschinerie an das jeweilige Substrat geknupft. UBL-Proteine
sind an einer Vielzahl fundamentaler zellularer Prozesse beteiligt, wie z. B. Proteinabbau,
Zellzykluskontrolle, DNA-Reparatur, Apoptose oder Autophagie (Jentsch und Pyrowolakis,
2000). Prominente Vertreter dieser Proteinfamilie sind neben Ubiquitin die Proteine
NEDDS8, FAT10, ISG15, Atg8, Atg12, Urm1 und SUMO (Muller et al., 2001; Schwartz und
Hochstrasser, 2003; Welchman et al., 2005).

2.4.2 Das SUMO-System

Neben Ubiquitin ist SUMO das am besten charakterisierte Protein der UBL-Familie. SUMO
ist in allen Eukaryoten konserviert und weist eine Sequenzidentitat von ca. 20% zu
Ubiquitin auf (Hay, 2005). Auf Strukturebene zeigt SUMO die typische globulare
Ubiquitinfaltung mit einer zusatzlichen flexiblen N-terminalen Domane, die in Ubiquitin fehlt
(Abb. 5B). In niederen Eukaryoten, wie z. B. der Hefe Saccharomyces cerevisiae, kommt
nur eine SUMO-Form vor, die als Smt3 bezeichnet wird, wahrend es in Pflanzen acht
Versionen von SUMO gibt (Kurepa et al., 2003). Im Menschen existieren vier SUMO-
Isoformen, die sich hauptsachlich in ihrer N-terminalen Domane unterscheiden. SUMO2

und -3 sind zu 97% identisch und zeigen eine Sequenzhomologie von 43% zu SUMO1
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(Abb. 5A). Auch SUMO4 ist etwa 85% identisch mit SUMOZ2/3, Uber seine Funktion ist

jedoch sehr wenig bekannt. Es enthalt an Position 90 einen Prolin-Rest anstelle des

Glutaminrestes in SUMO2/3, was vermutlich die C-terminale Prozessierung des Vorlaufers
verhindert. Dadurch unterbleibt offensichtlich die Freilegung des C-terminalen GG-Motivs
und somit auch die kovalente Verknupfung mit Substraten (Owerbach et al., 2005).

Die funktionellen Unterschiede der verschiedenen SUMO-Formen sind noch nicht im
Detail verstanden. Proteomikstudien belegen jedoch, dass sich das Spektrum der von
SUMO1 und SUMO2/3 modifizierten Proteine unterscheidet. Dies reflektiert auch das
unterschiedliche subzellulare Verteilungsmuster. So ist SUMO1 neben seiner nukleoplas-
matischen und nukleolaren Verteilung in charakteristischer Weise an der Kernmembran
konzentriert, wo sich mit RanGAP1 eines der Hauptsubstrate von SUMO1 findet. SUMO2
und SUMO3 sind dagegen in punktiformen Strukturen des Zellkerns, die den sogenannten
PML-nuclear bodies entsprechen, konzentriert und sind weitgehend aus dem Nukleolus

ausgeschlossen (Ayaydin und Dasso, 2004).
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sSuMO-1 FIRQG p@snn ERIRFADNHESK EFGIEEREVRIEG YFREREEGHS TV
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Abb. 5 Sequenz- und Strukturvergleich von Ubiquitin und SUMO

(A) Sequenzvergleich von humanem SUMO1, SUMO2 und SUMO3 mit Smt3 aus S. cerevisiae und humanem Ubiquitin
[aus (Muller et al., 2001)]. (B) Die Strukturen von Ubiquitin und SUMO1 im Vergleich. Ubiquitin wurde mit Hilfe von
Rontgenstrukturanalysen ermittelt (Vijay-Kumar et al., 1987), die Struktur von SUMO1 mittels NMR (Bayer et al., 1998).
SUMO1 weist eine typische Ubiquitinfaltung auf und zeichnet sich durch eine zusatzliche Ausdehnung in seinem N-
Terminus aus.
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2.4.2.1 Die enzymatische Kaskade der Sumoylierung

Die Konjugation von SUMO verlauft mechanistisch analog zu derjenigen von Ubiquitin.
Wie fur andere UBL-Proteine wird aber eine spezifische Konjugationsmaschinerie benotigt
(Abb. 6). SUMO wird ebenfalls in Form eines inaktiven Vorlauferproteins synthetisiert.
Durch die proteolytische Spaltung mittels SUMO-spezifischer Isopeptidasen (siehe
2.4.2.2) wird das C-terminale Doppelglycinmotiv freigelegt, was fur die Konjugation von
SUMO an ein Zielprotein bendtigt wird. Das reife SUMO wird dann unter ATP-Verbrauch
von dem heterodimeren E1-Aktivierungsenzym Aos1/Uba2 aktiviert. Dieses Enzym bildet
dabei eine Thioesterverbindung zwischen dem C-terminalen Glycin von SUMO und einem
internen Cystein aus (Johnson et al., 1997). Im folgenden Schritt wird das aktivierte SUMO

auf ein Cystein des konjugierenden E2-Enzyms Ubertragen.

Sumo
SUMO-
Isopeptidase l
SENP sumo
@y, Pns AOS1UBA2
RanBP2 Pc2
SUMO g s SUMO
Ziel-
protein AOS1UBA2 E1
aktivierendes Enzym
E3-Ligase
Ziel-
protein  + PIAS SUMO s
RanBP2 Pc2 .
E2
konjugierendes
Enzym

AOS1UBA2 .

Abb. 6 Der Sumoylierungszyklus [verdandert nach (Muller et al., 2004)]

SUMO wird als Vorlaufermolekil synthetisiert und an seinem C-Terminus proteolytisch gespalten (Pfeil). An der SUMO-
Konjugation sind ein E1 aktivierendes Enzym (Aos1/Uba2) und ein E2 konjugierendes Enzym (Ubc9) beteiligt, die
Thioesterverbindungen (S) mit SUMO ausbilden. E3-Ligasen unterstitzen die Konjugation von SUMO an einen Lysinrest
im Zielprotein. SUMO-Isopeptidasen (SENP) vermitteln die Abspaltung von SUMO von einem Substrat.

Als konjugierendes Enzym ist in der Sumoylierungskaskade Ubc9 als einziges Protein
beschrieben (Johnson und Blobel, 1997; Schwarz et al., 1998). Dies steht im Gegensatz
zur Ubiquitylierung, an der mehrere E2-Enzyme beteiligt sind. Obwohl Homologien
zwischen Ubc9 und Ubiquitin-konjugierenden Enzymen bestehen, ist Ubc9 spezifisch fur
SUMO, was offensichtlich durch spezifische elektrostatische Wechselwirkungen der Ober-
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flachen beider Proteine zu erklaren ist (Johnson und Blobel, 1997). Im Gegensatz zu den
E2-Enzymen aus der Ubiquitylierungskaskade kann Ubc9 Substrate direkt binden,
weshalb zumindest in vitro keine E3-Ligase fur eine Konjugation von SUMO bendtigt wird.
Das Akzeptorlysin eines Zielproteins findet sich haufig in einem Konsensusmotiv mit der
Aminosauresequenz WKXE/D, wobei W fur eine aliphatische und X fiur eine beliebige
Aminosaure stehen. Strukturdaten deuten darauf hin, dass diese Konsensussequenz Teil
einer leicht zuganglichen Schleifenstruktur ist, die direkt in die katalytische Tasche von
Ubc9 passt (Bernier-Villamor et al., 2002). Da auch Lysine auflerhalb eines solchen
Konsensusmotivs sumoyliert werden konnen, muss es weitere Mechanismen fur eine
Substraterkennung geben. Erst vor kurzem wurden neue Motive fur die SUMO-
Konjugation entdeckt, wie z. B. ein umgekehrtes Konsensusmotiv oder Motive mit
weiteren hydrophoben Aminosauren im N-Terminus (Matic et al., 2010). AuRerdem
existiert ein sogenanntes PDSM (Phospho-Dependent SUMO Motif) mit der Sequenz
WKXEXXSP. Wird das hierin enthaltene Serin phosphoryliert, fuhrt dies zu einer
verstarkten Sumoylierung (Hietakangas et al., 2006).

E3-Ligasen des SUMO-Systems dienen als eine Art Adaptoren, indem sie Ubc9,
SUMO und das jeweilige Substrat so zueinander ausrichten, dass die SUMO-Konjugation
optimal ablaufen kann (Reverter und Lima, 2005). Sie sind die Enzyme, die wahrend einer
SUMO-Konjugationsreaktion Substratspezifitat vermitteln. Im Gegensatz zu den HECT-
Ubiquitin-Ligasen besitzen die bisher identifizierten SUMO-Ligasen keine katalytische
Aktivitat; sie ahneln daher eher den RING-Ligasen aus dem Ubiquitin-System. Proteine
der PIAS-Familie gehoren zur grofldten Gruppe der SUMO-Ligasen und weisen eine SP-
RING-Domane auf, die der RING-Domane von Ubiquitin-Ligasen der RING-Familie ahnelt
(Schmidt und Muller, 2002). Als weitere SUMO-Ligasen neben Proteinen der PIAS-Familie
konnten das Nucleoporin RanBP2 (Pichler et al., 2002) und Pc2 (Kagey et al., 2003), ein
Mitglied der Polycombproteine, identifiziert werden. Diese besitzen keine SP-RING-
Domane und weisen keine offensichtliche Homologie zu PIAS-Proteinen oder Ubiquitin-
E3-Ligasen auf.

Analog zu Ubiquitin kdnnen auch SUMO-Molekule miteinander zu Ketten verknupft
werden. Kettenbildung scheint bevorzugt im Fall von SUMO2/3 stattzufinden. Hier erfolgt
die Kettenverlangerung insbesondere Uber den Lysinrest an Position 11, da dieser in einer
Sumoylierungs-Konsensusregion liegt (Tatham et al., 2001). Es existieren auch gemischte
SUMO-Ketten aus SUMO1 und SUMOZ2 und -3, wobei hier vorgeschlagen wurde, dass
SUMO1 den Abschluss einer solchen Kette bildet (Matic et al., 2008). Die Bildung von

SUMO-Ketten kann beispielsweise durch zellularen Stress induziert werden (Saitoh und
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Hinchey, 2000; Golebiowski et al., 2009), die funktionellen Unterschiede zwischen Mono-
und Poly-Sumoylierung sind jedoch derzeit noch weitgehend unklar. Offensichtlich

existieren aber spezifische Erkennungsmotive fur SUMO2/3-Ketten (Tatham et al., 2008).
2.4.2.2 SUMO-spezifische Isopeptidasen vermitteln die Dekonjugation von SUMO

Wie die Ubiquitylierung ist auch die Sumoylierung ein dynamischer, reversibler Prozess.
Die Abspaltung von SUMO von einem Substrat katalysieren Enzyme, die als SUMO-
Proteasen/-Isopeptidasen bezeichnet werden. Diese Enzyme hydrolysieren eine
Isopeptidbindung zwischen dem C-Terminus von SUMO und der e-Aminogruppe eines
internen Lysins im Substrat. Neben dieser dekonjugierenden Aktivitat sind SUMO-
Isopeptidasen auch fur die Prozessierung des SUMO-Vorlaufers zu seiner reifen Form
verantwortlich (siehe 2.4.2.1). AuRerdem spielen sie beim Prozess der SUMO-Ketten-
Editierung eine Rolle, bei der Poly-SUMO-Ketten depolymerisiert werden (Abb. 7). SUMO-
Isopeptidasen regulieren also den Vorrat an freiem, konjugierbarem SUMO und die

Halbwertszeit von konjugierten SUMO-Formen.
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Prozessierung Konjugation
Y
@GG'C.—) S2)GG - @GG! Substrat

Dekonjugation

——————
@GG'() @GG @GG' Substrat
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Abb. 7 SENP-katalysierte Reaktionen [verdndert nach (Hay, 2007)]

Durch die Prozessierung werden C-terminale Aminosduren des SUMO-Propeptids hydrolytisch abgespalten, so dass
das Doppelglycinmotiv fiir die darauffolgende Konjugationsreaktion frei wird. Bei der Dekonjugation wird eine
Isopeptidbindung zwischen dem C-Terminus von SUMO und der e-Aminogruppe eines Lysins innerhalb eines Substrats
gespalten. Die Depolymerisierungsreaktion ist chemisch identisch mit der Dekonjugationsreaktion. Allerdings werden
hierbei ein oder mehrere SUMO-Molekiile von einer Poly-SUMO-Kette und nicht von einem Substratprotein abge-
schnitten. Die fett dargestellten Reaktionen werden durch SENPs katalysiert (schwarze Pfeilkdpfe).

SUMO-Isopeptidasen wurden ursprunglich in der Hefe Saccharomyces cerevisiae
gefunden (Li und Hochstrasser, 1999); diese wurden Ulp1 und Ulp2 benannt. Sie weisen
keine Homologien zu Ubiquitin-dekonjugierenden Enzymen auf, gehoéren aber wie diese

zur Familie der Cysteinproteasen und besitzen eine ca. 200 Aminosauren lange Protease-
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Domane (C48-Domaéane). Diese Domane besteht aus einer typischen katalytischen Triade
aus Histidin, Aspartat und Cystein. Datenbank-Analysen fuhrten dann zur ldentifizierung
von sieben verwandten humanen Proteinen, die SENPs genannt wurden. SENP1, -2, -3
und -5 sind mit Ulp1 verwandt, wohingegen SENP6 und SENP7 eher Ulp2 ahneln
(Abb. 8). SENP8 wurde spater einem anderen Evolutionszweig zugeordnet und besitzt

eine spezifische Proteaseaktivitat gegenuber NEDDS8, einem anderen Mitglied der UBL-

Familie.
SENP8 Abb. 8 Phylogenetische Verwandtschaft innerhalb der SENP/Ulp-Familie
[verandert nach (Hay, 2007)]
Ein phylogenetischer Baum zeigt die Verwandtschaft zwischen den SUMO-
Isopeptidasen Ulp1 und Ulp1 aus S. cerevisiae und den humanen SENPs.
SENP2 SENP8, eine NEDDS8-spezifische Protease, ist zwar strukturell mit den
a7 SENPs verwandt, spaltet SUMO aber nicht. Die angegebenen Zahlen
bezeichnen Bootstrap-Werte (in Prozent) und zeigen die Verlasslichkeit der
— SENP1 gezeigten phylogenetischen Beziehungen an. SENP8 zweigt ab dem
100 Ursprungspunkt des Stammbaumes von den Ubrigen SENPs/Ulps ab. Dies
—— SENP3 deutet darauf hin, dass diese Protease relativ frUh wahrend der Evolution der
— 97 100 Eukaryoten von den restlichen SENPs abgewichen ist.
- SENP5
g Ulp1
—— SENP6
99
Ulp2

Das Auftreten mehrerer SUMO-Isopeptidasen in Hefe und im Menschen lasst
vermuten, dass diese Enzyme spezifische SUMO-bezogene Funktionen erfullen. Die
SUMO-Proteasen aus Hefe, Ulp1 und Ulp2, sind nicht redundant; beide Proteine besitzen
zwar eine C-terminale Hydrolase- und Isopeptidase-Aktivitat, zeigen jedoch eine Praferenz
fur unterschiedliche Substrate und lokalisieren in der Zelle auch unterschiedlich: Ulp1 ist
am Kernporenkomplex zu finden, wahrend Ulp2 im Zellkern lokalisiert (Li und
Hochstrasser, 2003). Zudem wurde gefunden, dass Ulp1 im Gegensatz zu Ulp2 neben der
SUMO-Dekonjugation auch fur die Prozessierung des SUMO-Vorlaufers verantwortlich ist
(Li und Hochstrasser, 1999; Li und Hochstrasser, 2000). Ulp1 ist essentiell und spielt eine
wichtige Rolle bei Zellzyklus und DNA-Reparatur, aber auch beim Transport von
Molekulen vom Zellkern ins Cytoplasma, unter anderem wohl auch beim Export der 60S
praribosomalen Untereinheit (Panse et al. 2006). Ulp2 dagegen wird fur die Depoly-
merisierung von Poly-SUMO-Ketten bendtigt (Bylebyl et al.,, 2003). Funktionell scheint es

fur den korrekten Ablauf der Meiose, eine exakte Segregation der Chromosomen und die
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Wiederaufnahme des Zellzyklus nach Arretierung an Kontrollpunkten von Bedeutung zu
sein (Li und Hochstrasser, 2000).

Auch die humanen SUMO-Isopeptidasen zeigen einen konservierten C-Terminus, der
die katalytische Domane enthalt, wobei sie sich in ihren N-terminalen Regionen unter-
scheiden. Diese scheinen, wie bei den SUMO-Isopeptidasen aus der Hefe, fur das
unterschiedliche intrazellulare Lokalisierungsmuster und die Substratspezifitat der einzel-
nen SENPs verantwortlich zu sein.

Die oben beschriebene Verwandtschaft der humanen SENPs mit Ulp1 und -2 aus Hefe
beschrankt sich nicht nur auf die Sequenzahnlichkeit, sondern lasst sich auch in Funktion
und subzellularer Lokalisierung erkennen. SENP1 zeigt beispielsweise analog zu Ulp1
Prozessierungs- und Dekonjugationsaktivitat. Diese SUMO-Isopeptidase zeigt bei der
Prozessierung Praferenz fiur SUMO1 (Xu und Au, 2005; Shen et al., 2006). SENP1
lokalisiert im Nukleus und ist dort in distinkten subnuklearen Domanen angereichert
(Bailey und O'Hare, 2004). SENP2 ist unter den humanen SENPs am nachsten verwandt
mit SENP1 (Nishida et al., 2001) und weist hinsichtlich seiner Prozessierungsaktivitat eine
leichte Praferenz gegenuber SUMO2 auf (Reverter und Lima, 2006). Weder fur SENP1
noch fur SENP2 ist eine Praferenz gegenuber einer SUMO-Form in Bezug auf ihre
Dekonjugationsaktivitat bekannt (Gareau und Lima, 2010). SENP2 lokalisiert an den
Filamenten des Kernporenkomplexes (Hang und Dasso, 2002; Zhang et al., 2002) und
akkumuliert auch in subnuklearen Strukturen (nuclear bodies) (Girdwood et al., 2003).
Sowohl SENP1 als auch SENP2 besitzen sowohl ein nukleares Lokalisationssignal als
auch ein nukleares Exportsignal, welche einen Transport der Proteine zwischen Zellkern
und Nukleoplasma gewahrleisten.

SENP3 und SENP5 sind weitere SUMO-Isopeptidasen innerhalb des Ulp1-Zweiges
und bilden eine weitere Homologiegruppe. Beide Proteine lokalisieren im Nukleolus und
weisen eine Praferenz fur die Dekonjugation SUMO2- und -3-modifizierter Proteine auf;
SENPS zeigt diese Praferenz fur SUMO3 auch bei der Prozessierung (Nishida et al., 2000;
Di Bacco et al., 2006; Gong und Yeh, 2006). Die Konzentration von SENP3 und SENP5
im Nukleolus erklart das weitgehende Fehlen von SUMO2- und -3-Konjugaten innerhalb
dieses Kompartiments (Ayaydin und Dasso, 2004).

SENP6 und SENP?7 sind mit Ulp2 n&aher verwandt. Ahnlich wie Ulp2 lokalisiert SENP6
vorwiegend im Nukleoplasma und ist aktiv gegenuber der Spaltung von Poly-SUMO-
Ketten (Lima und Reverter, 2008). Fur SENP7 ist ebenfalls ein nukleoplasmatisches

Lokalisationsmuster beschrieben sowie eine spezifische Proteaseaktivitat gegenuber Poly-
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SUMOZ2/-3-Konjugaten (Shen et al., 2009). Weder SENP6 noch SENP7 weisen Hydro-

laseaktivitat auf.

Zusammenfassend betrachtet zeigt sich, dass die durch die jeweiligen N-Termini
vermittelte raumliche Eingrenzung der Aktivitat der verschiedenen SENPs wichtig ist, um
die raumlich kontrollierte Desumoylierung bestimmter Substrate zu regulieren.
Sequenzunterschiede in den konservierten C-terminalen Domanen lassen annehmen,
dass sich SUMO-Isopeptidasen im Laufe der Evolution auf Prozessierung oder
Dekonjugation spezialisierten und die Fahigkeit erlangt haben, zwischen verschiedenen
SUMO-Formen zu unterscheiden. SENPs weisen eine gemeinsame Domane auf, die aus
einem funffachen p-Faltblatt und zwei a-Helices besteht und eine zentrale Spalte im
Protein bildet (Mossessova und Lima, 2000; Reverter und Lima, 2004) (Abb. 9A). Diese
schmale, flache Spalte kann das Doppelglycin-Motiv von SUMO umfassen (Abb. 9B) und
ermoglicht die Annaherung des entsprechenden SUMO-Substrats an das aktive Zentrum

der Protease, da die GrofRe der Spalte der Lange einer Lysinseitenkette entspricht.

Abb. 9 Struktur von SENP2 und SENP2-SUMO1 [aus (Reverter und Lima, 2004)]

(A) Darstellung der Sekundarstruktur der katalytischen Doméane von humanem SENP2. 3-Faltblatter sind mit Nummern
und a-Helices mit Buchstaben gekennzeichnet. Die katalytischen Aminosaurereste sind nummeriert. (B) Darstellung der
Sekundarstruktur der katalytischen Doméane von humanem SENP2 (dunkelblau) in einem Komplex mit humanem
SUMO1 (grau). B-Faltblatter sind mit Nummern und a-Helices mit Buchstaben gekennzeichnet. Die katalytischen
Aminosaurereste von SENP2 sind nummeriert.

Strukturen der katalytisch inaktiven Versionen von SENP1 und SENP2, die an SUMO-
Vorlaufer bzw. an SUMO-modifiziertes RanGAP1 gebunden sind, zeigen, wie das Substrat
in die richtige Orientierung fur die Spaltung der Peptidbindung durch die Protease
gebracht wird. Durch die cis-Stellung der Amidbindung innerhalb der (Iso-)Peptidbindung
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wird diese in einem rechten Winkel relativ zum C-Terminus von SUMO1 geknickt und so
die Carbonylgruppe optimal fur die Katalyse positioniert.

Zusammen mit Messungen zur Kinetik der Spaltungsreaktion und Substratbindung
liefern diese Strukturen eine Erklarung fur die Spezifitat gegenluber verschiedenen SUMO-
Formen und die relativen Aktivitaten der SUMO-Proteasen als Isopeptidasen oder Hydro-

lasen.

2.4.2.3 Funktionelle Konsequenzen der Sumoylierung

Die generelle Funktion einer Modifikation mit SUMO ist die Modulierung von Protein-
Protein-Wechselwirkungen, die sich je nach Zielprotein beispielsweise auf dessen
Stabilitat, Lokalisierung oder Aktivitat auswirken kann. Auf molekularer Ebene wird durch
eine kovalente Bindung von SUMO die Oberflache des jeweiligen Substrats verandert,
was dessen Interaktion mit anderen Makromolekilen negativ oder positiv beeinflussen
kann (Abb. 10A, B).

In vielen Fallen werden durch posttranslationale Modifikationen innerhalb eines
Proteins Bindestellen fur spezifische Protein-Interaktionsdomanen geschaffen. Die
Phosphorylierung eines Tyrosinrestes eines Proteins fuhrt z. B. zur Erkennung durch
sogenannte SH2-Domanen. Sogenannte Chromodomanen hingegen binden an methy-
lierte Lysinreste eines Zielproteins, Bromodomanen wiederum an acetylierte Lysinreste
(Seet et al., 2006). Fur Ubiquitin wurden etwa 20 verschiedene Ubiquitin-Bindedomanen
identifiziert, die zum Teil spezifisch an Mono-Ubiquitin oder Poly-Ubiquitin binden und hier
wiederum den Typus der Kettenverknupfung unterscheiden konnen (Dikic et al., 2009).

Die Erkennung und Bindung von sumoylierten Proteinen verlauft in der Regel Uber
SUMO-bindende Domanen, die als SIMs (SUMO Interaction Motifs) bezeichnet werden.
Hierbei handelt es sich um kurze, hydrophobe Sequenzmotive mit der Amino-
saurenabfolge V/I-X-V/I-V/I oder V/I-V/I-X-V/l, wobei V fur Valin, | fur Isoleucin und X fur
eine beliebige Aminosaure steht. Abweichend von dieser Konsensussequenz kdnnen aber
auch andere hydrophobe Aminosauren in diesem sogenannten hydrophoben Kern eines
SIMs vorkommen. Aulderdem kann der hydrophobe Kern N- oder C-terminal von sauren
Aminosauren und/oder Serin-Resten flankiert sein (Minty et al., 2000; Song et al., 2004;
Hecker et al., 2006). Durch Phosphorylierung der Serinreste und die dadurch entstehende
negative Ladung kann dabei die Bindung zu SUMO =zusatzlich verstarkt werden
(Stehmeier und Muller, 2009).

Ein prominentes Beispiel fur eine SIM-SUMO-Interaktion stellt die Wechselwirkung
zwischen dem SIM der SUMO-E3-Ligase RanBP2 und sumoyliertem RanGAP1, dem
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GTP-aktivierenden Enzym des Kernimportfaktors Ran, dar. RanGAP1 bindet in seiner
sumoylierten Form an das SIM im C-Terminus von RanBP2 und wird dadurch an die
cytoplasmatische Seite des Kernporenkomplexes rekrutiert (Matunis et al., 1996; Mahajan
et al., 1997).

Im Falle des Transkriptionsfaktors Sp3, der Kontext-spezifisch als Aktivator oder
Repressor fungiert, fuhrt die Sumoylierung wie bei vielen anderen Transkriptionsfaktoren
zur Repression der Genexpression (Ross et al., 2002; Sapetschnig et al., 2002; Stielow et
al., 2008). Dies scheint aus der SUMO-vermittelten Rekrutierung von Korepressoren, wie
Histondeacetylasen oder Methyltransferasen, zu resultieren, die SIM-Motive besitzen
(Ouyang et al., 2009).

Das DNA-Reparaturenzym Thymin-DNA-Glykosylase (TDG) stellt ein Beispiel fur eine
intramolekulare Interaktion zwischen SUMO und SIM dar. Hier zieht dessen SUMO-
Modifikation eine Konformationsanderung nach sich (Abb. 10C), die den Verlust der
Bindung von TDG an DNA zur Folge hat. Diese Konformationsanderung entsteht durch
die Interaktion des an TDG kovalent gebundenen SUMO mit einer SUMO-Bindestelle im
selben Protein (Hardeland et al., 2001; Baba et al., 2005).

Ein weiteres bedeutendes Beispiel fur eine SUMO-SIM-Interaktion wird durch die
Assemblierung der PML-nuclear bodies (PML-NB), eines subnuklearen Proteinkomplexes,
veranschaulicht. PML, die konstituierende Komponente dieser Struktur, enthalt ein SIM
und wird an mehreren Stellen sumoyliert. Die SUMO/SIM-abhangige Entstehung von
PML-PML-Multimeren ist dabei der erste Schritt auf dem Weg der Entstehung von PML-
NB (Shen et al., 2006). Neuere Daten zeigen aullerdem, dass die kovalente Verknupfung
von PML mit Poly-SUMO-Ketten zu dessen Abbau fuhrt. Dazu tragt die Ubiquitin-E3-
Ligase RNF4 bei, die spezifisch poly-sumoyliertes PML uber ihre SIMs erkennt, was
daraufhin die Ubiquitylierung von PML und anschlieend dessen Abbau zur Folge hat
(Lallemand-Breitenbach et al., 2008; Tatham et al., 2008). Damit verdeutlichen diese

Daten auch exemplarisch das Zusammenspiel des SUMO- und Ubiquitinsystems.
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Abb. 10 Funktionelle Konsequenzen der Sumoylierung [verdndert nach (Geiss-Friedlander und Melchior, 2007)]
(A) Eine Sumoylierung kann die Wechselwirkung eines Zielproteins mit dessen Bindungspartner behindern; die
Interaktion kann dann nur in Abwesenheit von SUMO stattfinden. (B) Eine Sumoylierung kann eine Bindestelle fiir einen
Interaktionspartner bilden, z. B. Uber ein SUMO-Interaktionsmotiv (SIM). (C) Eine Sumoylierung kann eine Konforma-
tionsanderung im Zielprotein hervorrufen. Enthalt das modifizierte Zielprotein ein SIM, kann eine intramolekulare
Interaktion zwischen SUMO und dem SIM zu einem Konformationswechsel fihren.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Sumoylierung eine bedeutende,
weit verbreitete und reversible posttranslationale Proteinmodifikation ist, die ganz
unterschiedliche Folgen haben kann, wie z. B. Lokalisationsanderung eines Proteins,
Enzymhemmung oder -aktivierung oder auch Proteinabbau. Diese verschiedenen Effekte
kommen durch die Veranderung von inter- oder intramolekularen Wechselwirkungen des

modifizierten Proteins zustande.

2.5 SUMO und Ribosomenbiogenese

Wie bereits im Kapitel 2.4.2.2 kurz angesprochen, konnten genetische und biochemische
Studien in der Hefe Saccharomyces cerevisiae einen Zusammenhang zwischen dem
SUMO-System und der Ribosomenbiogenese aufzeigen. Auf der Suche nach Faktoren,
die am Export der 60S ribosomalen Untereinheit beteiligt sind, fanden Panse und
Kollegen, dass Komponenten der Sumoylierungsmaschinerie hierfir benotigt werden.
Ferner konnte diese Gruppe zeigen, dass Beeintrachtigungen der SUMO-Konjugation und
-Dekonjugation frihe und spate Schritte der rRNA-Prozessierung hemmen. Aufierdem
beobachteten sie, dass viele Assemblierungsfaktoren im Verlauf der 60S- und 40S-
Reifung sumoyliert werden. Da die SUMO-Isopeptidase Ulp1 am Kernporenkomplex
verankert ist, lag die Vermutung nahe, dass dort SUMO-modifizierte Proteine aus praribo-
somalen Partikeln dekonjugiert werden, um exportiert werden zu kénnen. Tatsachlich
konnte eine Verbindung von Ulp1 zu dem 60S-Export-Faktor Mtr2 mittels genetischer

Interaktionsexperimente hergestellt werden (Panse et al., 2006).
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Neuere Daten zeigen auch eine entscheidende Rolle des SUMO-Systems bei der
Ribosomenbiogese in Saugerzellen. So hat die nukleolare SUMO-Isopeptidase SENP3
eine kritische Funktion bei der Reifung der 28S rRNA. Bei RNAi-vermittelter Depletierung
von SENP3 erfolgt nur eine unvollstandige Prozessierung des 32S-rRNA-Vorlaufers zur
28S rRNA (Haindl et al., 2008; Yun et al., 2008). Ein Zielprotein und wichtiger Bindungs-
partner von SENP3 bei diesem Prozess ist Nucleophosmin (NPM1). Unsere Arbeitsgruppe
konnte zeigen, dass die SENP3-vermittelte Desumoylierung von NPM1 flr dessen
Funktion bei der 28S-rRNA-Reifung erforderlich ist. Auflerdem scheint NPM1 die
nukleolare Lokalisierung und Stabilitat von SENP3 zu bestimmen (Haindl et al., 2008;
Nishida und Yamada, 2008; Yun et al., 2008).

2.6 Zielsetzung

Nachdem Vorarbeiten zu dieser Arbeit eine wichtige Rolle der nukleolaren SUMO-
Isopeptidase SENP3 bei der rRNA-Prozessierung und Ribosomenbiogenese aufzeigen
konnten, war es Hauptziel der vorliegenden Arbeit, kritische Substrate von SENP3 zu
identifizieren, die an diesem Prozess beteiligt sind. Durch die Identifizierung der
relevanten Zielproteine sollte aul’erdem versucht werden, Mechanismen der SUMO-
abhangigen Kontrolle der Ribosomenbiogenese zu entschlisseln. Die Identifizierung
SENP3-abhangiger SUMO-Substrate sollte somit zum Verstandnis dieses komplexen
Prozesses in Saugern beitragen und helfen, die Rolle des SUMO-Systems bei der
Regulation dieses Signalweges zu verstehen.

Um diese Ziele zu erreichen, sollten zunachst Bindungspartner von SENP3 mittels
Affinitiatsreinigung isoliert und durch massenspektrometrische Analyse identifiziert
werden. Die potentiellen Bindungspartner sollten dann charakterisiert werden, und es
sollte insbesondere deren mogliche Rolle bei der rRNA-Prozessierung und Ribosomen-
biogenese untersucht werden. Des Weiteren sollte analysiert werden, ob diese Proteine
Substrate fur eine Modifikation mit SUMO sind, und ob diese wiederum sensitiv gegenuber
der SUMO-Isopeptidase SENP3 sind. SchlieB3lich sollten die funktionellen Konsequenzen

einer moglichen SUMO-Modifikation der entsprechenden Faktoren untersucht werden.
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3 Ergebnisse

3.1 SENP3 bindet an einen Proteinkomplex bestehend aus PELP1,
TEX10 und WDR18

3.1.1 SENP3 interagiert mit PELP1, TEX10 und WDR18

Vorarbeiten zu dieser Arbeit haben gezeigt, dass die SENP3-vermittelte Desumoylierung
von NPM1 fur den korrekten Ablauf der Ribosomenbiogenese wichtig ist (Haindl et al.,
2008; Yun et al., 2008). Da die Entstehung von Ribosomen in Eukaryoten das aufeinander
abgestimmte Zusammenspiel einer Reihe zellularer Bausteine erfordert, lag die Vermu-
tung nahe, dass SENP3 in diesem Prozess neben NPM1 noch zusatzliche Faktoren
reguliert.

Um weitere Interaktionspartner und mogliche Substrate von SENP3 zu finden, wurde
mit einem Flag-Epitop versehenes SENP3 in HEK293T-Zellen exprimiert. Flag-SENP3
und damit assoziierte Proteine wurden mit Hilfe eines anti-Flag-Antikorpers, der kovalent
an Agarose-Kugelchen gekoppelt war, aufgereinigt, Uber SDS-PAGE aufgetrennt und
massenspektrometrisch untersucht. Neben SENP3 und NPM1 wurden dabei aus weiteren
markanten Banden PELP1, LAS1L, TEX10 und WDR18 isoliert und identifiziert (Abb. 11A,
Markus Haindl). TEX10 und WDR18 waren bisher weitgehend uncharakterisierte Proteine,
wahrend fir PELP1 bislang eine Funktion als Koregulator des Ostrogenrezeptors
beschrieben ist (Vadlamudi und Kumar, 2007). LAS1L wurde erst vor Kurzem als Faktor

der Ribosomenbiogenese charakterisiert (Castle et al., 2010).
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Abb. 11 PELP1, LAS1L, TEX10 und WDR18 koprazipitieren mit Flag-SENP3

(A) Flag-SENP3 wurde in humanen HEK293T-Zellen exprimiert und Uber eine anti-Flag-M2-Agarosesaule affinitats-
gereinigt. Flag-SENP3 und assoziierte Proteine wurden mittels Flag-Peptid eluiert, Uber SDS-PAGE aufgetrennt und
massenspektrometrisch analysiert. PELP1, LAS1L, TEX10, WDR18 und NPM1 wurden mittels MASCOT-Algorithmen in
einzelnen Banden wie angezeigt identifiziert. (B) Schematische Darstellung der konservierten Doméanen von PELP1,
TEX10 und WDR18 und deren homologer Proteine aus der Hefe S. cerevisiae. Die PELP1-Familie hdherer Eukaryoten
besitzt eine NUC201/202-Doméane (Pfam accession: PF08167). GLU stellt die Glutamat-reiche C-terminale Region von
PELP1 und Rix1 dar. TEX10 und Ipi1 weisen beide eine Ipi1N-Domane auf (Pfam accession: PF12333), die die
eukaryotische TEX10/Ipi1-Familie definiert. In TEX10 kommt zuséatzlich ein sogenanntes HEAT repeat (Pfam accession:
PF00514) vor. WDR18 und IPI3 haben WD40-repeats (Pfam accession: PF00400) gemeinsam.

Um mehr Informationen Uber die identifizierten Bindungspartner von SENP3 zu
erhalten, wurde ein Aminosaure-Sequenzvergleich mit Hilfe des Psi-Blast-Algorithmus
durchgefuhrt. Daraus ergaben sich Sequenzhomologien (siehe Anhang Abb. 1, 2 und 3)
und Gemeinsamkeiten im Aufbau einzelner Domanen zwischen PELP1, TEX10 und
WDR18 und den Proteinen Rix1, Ipi1 und Ipi3 aus Saccharomyces cerevisiae (Abb. 11B):
PELP1 und Rix1 weisen eine Region zwischen Aminosaure 150 und 500 auf, die zu 20%
identisch ist. Zudem besitzen beide Proteine eine Glutamat-reiche Region im C-Terminus.
TEX10 und Ipi1 gleichen sich innerhalb einer N-terminalen Region, die sich uber 200
Aminosauren erstreckt. Diese Region beinhaltet eine Domane, die als IpiTN-Domane
bezeichnet wird. TEX10 ist zusatzlich durch einen ca. 500 Aminosauren langen C-
Terminus charakterisiert, der in Ipi1 komplett fehlt. WDR18 und Ipi3 gehdéren zur WD40-
Proteinfamilie. Diese Proteine besitzen vier bis 16 repetitive Einheiten von ungefahr 40
Aminosauren, die haufig mit einem Tryptophan-Aspartat(WD)-Dipeptid enden und eine
Beta-Propeller-Struktur ausbilden. Sie sind in der Regel fur die Koordination der
Assemblierung von Multi-Protein-Komplexen verantwortlich, wobei die repetitiven

Einheiten als stabiles GerUst fiir Proteininteraktionen dienen. Die WD40-Proteine WDR18
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und Ipi3 sind mit 25% Sequenzubereinstimmung im Vergleich zu PELP1/Rix1 und
TEX10/Ipi1 am besten konserviert.

Interessanterweise wurden Rix1, Ipi1 und Ipi3 im Jahre 2004 als essentielle
Bestandteile eines Proteinkomplexes beschrieben, der fur Reifung und Kernexport der
entstehenden ribosomalen 60S-Untereinheit mitverantwortlich ist (Krogan et al., 2004;
Nissan et al., 2004). In hdheren Organismen ist bisher noch kein entsprechender Komplex
beschrieben worden.

Um zunachst die Interaktionen der in der massenspektrometrischen Analyse
identifizierten Proteine mit SENP3 zu bestatigen und ihre Wechselwirkungen unter-
einander zu untersuchen, wurden Koimmunprazipitationsexperimente durchgefuhrt. Dabei
wurde SENP3, versehen mit einem N-terminalen Flag-Epitop, in HelLa-Zellen exprimiert,
Uber eine anti-Flag-Agarose-Matrix zusammen mit assoziierten Proteinen aus Zelllysaten
aufgereinigt und Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Danach wurden die Proben im Western
Blot mit Hilfe eines anti-PELP1-Antikorpers getestet. Eine anti-PELP1-reaktive Protein-
bande konnte auf der Hohe von ca. 150kDa in den Proben aus Flag-SENP3-
exprimierenden Zellen, jedoch nicht in den Kontrollprazipitaten detektiert werden (Abb.
12A). Im umgekehrten Experiment, bei dem HA-markiertes PELP1 in Hela-Zellen
exprimiert und nach Prazipitation Uber eine anti-HA-Agarose-Matrix eine Interaktion mit
endogenem SENP3 untersucht wurde, konnte eine anti-SENP3-reaktive Bande auf Hohe
von 75kDa nachgewiesen werden (Abb. 12B). Zusatzlich wurde auch eine Interaktion
zwischen PELP1 und SENP3 bei endogenem Expressionsniveau beider Proteine gezeigt
(Abb. 12C). Dazu wurde ein polyklonaler anti-PELP1-Antikorper fur die Immunprazipitation

eingesetzt.
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Abb. 12 SENP3 interagiert mit PELP1, TEX10 und WDR18

(A, B) Flag-SENP3 oder HA-PELP1 wurde in HeLa-Zellen wie angegeben exprimiert und mit anti-Flag-Agarose bzw.
anti-HA-Agarose immunprazipitiert. Gebundene Proteine wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem anti-
PELP1- bzw. anti-SENP3-Antikorper in einer Western-Blot-Analyse detektiert. (C) Endogenes PELP1 wurde aus Hela-
Zellen mit Hilfe eines polyklonalen Antikdrpers immunprazipitiert, und gebundenes Material wurde nach Auftrennung
Uber SDS-PAGE auf Anwesenheit von SENP3 mit einem anti-SENP3-Antikdrper in einem Western Blot getestet. (D-F)
Flag- oder HA-markierte Proteine wurden in HeLa-Zellen exprimiert, zusammen mit ihren Bindungspartnern an anti-Flag-
oder anti-HA-Agarosekugelchen gebunden und nach SDS-PAGE mit den angegebenen Antikdrpern in einem Western
Blot untersucht. In allen Experimenten machen die Inputs 2,5% des Gesamt-Zelllysats aus.

In weiterer Ubereinstimmung mit den massenspektrometrischen Analysen konnte in
Koimmunprazipitationsexperimenten eine Wechselwirkung zwischen Flag-markiertem
SENP3 und HA-markiertem TEX10 bzw. -WDR18, sowie zwischen HA-markiertem SENP3
und Flag-markiertem WDR18 detektiert werden (Abb. 12D-F).

Eine Interaktion zwischen PELP1 und WDR18 konnte nach ektopischer Expression
von HA-WDR18 und Flag-markiertem PELP1 gezeigt werden (Abb. 13A). AulRerdem
bindet HA-markiertes WDR18 nach Prazipitation mittels HA-Agarose endogenes PELP1
(Abb. 13B). Auch diese Ergebnisse wurden durch eine anti-PELP1-Immunprazipitation auf
vollig endogenem Expressionsniveau bestatigt (Abb. 13C).

Die Wechselwirkung zwischen endogenem PELP1 und endogenem WDR18 war
unabhangig von einer RNaseA-Behandlung der zellularen Extrakte; beide Proteine inter-

agieren also auch in Abwesenheit von RNA miteinander (Abb. 13D).
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Abb. 13 WDR18 und TEX10 sind mit PELP1 assoziiert

(A, B) Flag-PELP1 und HA-WDR18 wurden in HelLa-Zellen exprimiert. HA-WDR18 wurde mittels anti-HA-Agarose
immunprazipitiert und zusammen mit koprazipitierten Proteinen Uber SDS-PAGE aufgetrennt. In einer Western-Blot-
Analyse wurde das Material auf Anwesenheit von exogenem Flag-markiertem oder endogenem PELP1 wie angegeben
getestet. (C) Endogenes PELP1 wurde aus Hela-Zellen mit einem polyklonalen Antikorper aufgereinigt, und
Immunkomplexe wurden mit einem anti-WDR18-Antikérper gegen WDR18 in einem Western Blot analysiert. (D)
Endogenes PELP1 wurde mit einem polyklonalen Antikdrper aus HelLa-Zellextrakten immunprazipitiert, die ohne bzw.
mit RNaseA behandelt worden waren. Gebundene Proteine wurden nach Auftrennung tiber SDS-PAGE auf Anwesenheit
von endogenem WDR18 wie angegeben in einem Western Blot getestet. Rechtes Feld: Uberpriifung des erfolgreichen
RNA-Verdaus durch RNaseA (ber reverse Transkription mit Oligonukleotiden, die den angegebenen rRNA-Bereich
abdecken. (E) Flag-TEX10 wurde zusammen mit HA-PELP1 in Hela-Zellen exprimiert und mittels anti-Flag-
Agaroseklgelchen immunprazipitiert. Prazipitierte Proteine wurden nach ihrer Auftrennung wie angegeben im Western
Blot untersucht. (F) HA-TEX10 wurde exprimiert, mittels anti-HA-Agarose immunprazipitiert und zusammen mit
assoziierten Proteinen aufgetrennt und auf die Anwesenheit von endogenem WDR18 in einer Western-Blot-Analyse
getestet. Die Inputs machen in allen Experimenten 2,5% des Gesamt-Zelllysats aus. (G) Schematische Darstellung
gegenseitiger Interaktionen zwischen PELP1, TEX10, WDR18 und SENP3.

Schliel3lich konnte auch eine Interaktion zwischen Flag-TEX10 und HA-PELP1 nach
Immunprazipitation von Flag-markiertem TEX10 mit anti-Flag-Agarose (Abb. 13E), sowie
eine Wechselwirkung von HA-markiertem TEX10 mit endogenem WDR18 durch Aufreini-
gung der Extrakte mittels anti-HA-Agarose gezeigt werden (Abb. 13F).

Aus diesem Netzwerk gegenseitiger Interaktionen ergibt sich, dass PELP1, TEX10 und
WDR18 einen Proteinkomplex bilden, der an SENP3 bindet (Abb. 13G).
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Des Weiteren konnte die wechselseitige Abhangigkeit der Proteine innerhalb des

Komplexes dadurch bekraftigt werden, dass durch Depletion von WDR18 mittels siRNA

die Proteinmenge von PELP1 herabgesetzt wird, und umgekehrt die Menge von WDR18

deutlich abnimmt, sobald eine siRNA gegen PELP1 eingesetzt wurde (Abb. 14).

Abb. 14 Wechselseitige Abhangigkeit von PELP1 und WDR18

a-PELP1 - HelLa-Zellen wurden mit den angegebenen siRNA-Oligonukleotiden transfiziert, und

Proteinmengen wurden mittels Western-Blot-Analyse wie dargestellt untersucht. Die

a-WDR18 - Detektion von p-Tubulin diente als Ladekontrolle.

a-B-Tubulin [ W8 S WS

\S‘/,‘f_ . Y

3.1.2 MDN1 und LAS1L sind mit PELP1 assoziiert

Um weitere Komponenten des PELP1-TEX10-WDR18-Komplexes zu identifizieren, wurde

ein mit einem Flag-Epitop versehenes PELP1 in HelLa-Zellen exprimiert, und koprazipi-

tierende Proteine wurden nach SDS-PAGE-Auftrennung mittels Massenspektrometrie

analysiert. Interessanterweise wurde hierbei in einer hohermolekularen Bande die AAA-

ATPase MDN1 gefunden (Abb. 15).

Identifizierte MDN1-Peptide
(spezifisch fur den Flag-PELP1-Ansatz):

155 FLQQEQSVFR 164
222 LLEEAQLQDLEK 233

250 kDa | IS 2489 IMQSPSPENLK 2499
< Flag-PELP1 3269 NLSSQLQTGR 3278
150 kDa (I8 . 3340 APAVQDLLTR 3349
%, . %, 3361 SAQVAQSLLK 3370
% % o 4206 LNAALATPAK 4215

5509 VLAAVQAAR 5517
5547 GPGEMPEIR 555

Abb. 15 MDN1 koprazipitiert mit
PELP1

Flag-PELP1 wurde in Hela-Zellen
exprimiert und uber eine anti-Flag-M2-
Agarosesaule affinitdtsgereinigt. Das
gebundene Material wurde (ber SDS-
PAGE aufgetrennt, und der Bereich Uber
250kDa wurde aus dem Gel ausge-
schnitten und massenspektrometrisch
untersucht. Neun Peptide aus dem
humanen MDN1, die spezifisch fir den
Flag-PELP1-Ansatz waren, konnten wie
angegeben mittels MS/MS-Analyse
identifiziert werden.

Um die Ergebnisse aus der Massenspektrometrie zu bestatigen, wurden gerichtete

Koimmunprazipitationsexperimente durchgefuhrt, fur die entweder Flag-markiertes PELP1

in HelLa-Zellen exprimiert oder eine Bindung zwischen endogenem PELP1 und MDN1

mittels anti-PELP1-Antikdrper untersucht wurde. In beiden Fallen konnte eine Interaktion

zwischen PELP1 und MDN1 gezeigt werden (Abb. 16A, B).
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Bei MDN1 handelt es sich um das Saugerhomolog des grofRten Proteins aus der Hefe
Saccharomyces cerevisiae, der AAA-ATPase Rea1. Fur diesen Faktor wurde beschrieben,
dass er transient an den Proteinkomplex aus Rix1, Ipi1 und Ipi3 bindet und ebenfalls eine
Rolle bei 60S-Partikel-Reifung und -Export spielt (Galani et al., 2004; Nissan et al., 2004;
Ulbrich et al., 2009).

Die beobachtete Bindung von MDN1 und PELP1 bekraftigt somit die Annahme, dass
der PELP1-TEX10-WDR18-Komplex aus Saugern Analogien zum Rix1-1pi1-lpi3-Komplex

der Hefe aufweist.

Input Flag-IP Input IP

a-Flag - . ‘ a-PELP1 p—

|
a-MDN1 _n_ a-MDN1 .J . o [

o
Flag-PELP1 + + % /%?’0,

Abb. 16 MDN1 ist ein Interaktionspartner von PELP1

(A) Flag-PELP1 wurde in HelLa-Zellen exprimiert und mittels anti-Flag-Agarosekulgelchen immunprazipitiert. Nach
Auftrennung der prazipitierten Proteine iber SDS-PAGE wurde die Anwesenheit von endogenem MDN1 in einem
Western Blot wie angegeben getestet. (B) Endogenes PELP1 wurde mit einem polyklonalen anti-PELP1-Antikérper aus
HelLa-Zellen immunprazipitiert, und gebundenes Material wurde mittels Western Blot auf Anwesenheit von MDN1
analysiert. Die Inputs machen 2,5% des Gesamt-Zelllysats aus.

Als weiterer potentieller Interaktionspartner von PELP1 konnte mit Hilfe massen-
spektrometrischer Analysen LAS1L identifiziert werden. Interessanterweise war LAS1L
bereits als SENP3-assoziiertes Protein gefunden worden (siehe 3.1.1).

Um zu untersuchen, ob auch LAS1L Teil des beschriebenen Komplexes ist, wurde
endogenes PELP1 mit einem anti-PELP1-Antikorper aus HelLa-Zellen prazipitiert und eine
Bindung von LAS1L mittels Western Blot getestet. Auch in diesem Fall konnte das
Ergebnis aus der Massenspektrometrie bestatigt werden (Abb. 17). Die Interaktion
zwischen dem rRNA-Prozessierungsfaktor LAS1L und PELP1 deutet auf eine Rolle von

PELP1 und seinen Bindungspartnern bei der Ribosomenbiogenese hin.

Abb. 17 LAS1L koprazipitiert mit PELP1

Input P Endogenes PELP1 wurde mit einem polyklonalen anti-PELP1-Antikérper aus
HelLa-Zellen immunprazipitiert, und prazipitierte Proteine wurden in einem
a-PELP1 - R Western Blot auf Anwesenheit von LAS1L analysiert. Die Inputs machen 2,5% des
Gesamt-Zelllysats aus.
a-LAS1L — .
b %o
(e} Q,o
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3.2 PELP1, TEX10 und WDR18 lokalisieren im Nukleolus

Da die frihen Schritte der Ribosomenbiogenese im Nukleolus stattfinden, und SENP3 als
vorwiegend nukleolare SUMO-Isopeptidase beschrieben ist, sollte untersucht werden, ob
die Komponenten des PELP1-TEX10-WDR18-Komplexes auch im Nukleolus lokalisieren.
Dies wurde zunachst in einem biochemischen Ansatz Uberprift, bei dem Hela-Zellen in
ihre Kompartimente Cytoplasma, Nukleoplasma und Nukleoli aufgetrennt wurden, und die
einzelnen Fraktionen dann im Western Blot auf Anwesenheit der entsprechenden Proteine
getestet wurden. Als Markerproteine fur die cytoplasmatische Fraktion wurde B-Tubulin, fur
die nukleoplasmatische Fraktion der Splei-Faktor U2AF65 und fur die nukleolare Fraktion
Fibrillarin eingesetzt. Fur PELP1, TEX10 und WDR18 konnte sowohl ein Signal im

Nukleoplasma als auch in Nukleolus detektiert werden (Abb. 18).

1 2 3 4 5 Abb. 18 Eine Fraktion von PELP1, TEX10 und WDR18 lokalisiert im
Nukleolus

-PELP1 -~ - e» e Hela-Zellen wurden in die Kompartimente Cytoplasma (Cp), Nukleus
. | b| (N), Nukleoplasma (Np) und Nukleolus (No) aufgetrennt, und die

a-TEX10 I : — — -]4 jeweiligen Fraktionen wurden auf Anwesenheit von PELP1, TEX10 und
— WDR18 mittels Western-Blot-Analyse wie angegeben getestet. Die

a-WDR18 | e —_— —' - ‘4 folgenden Proteine dienten als Marker fir die jeweiligen Fraktionen: Cp:
B-Tubulin, Np: U2AF65, No: Fibrillarin. WCE (whole cell extract) steht fir
a-B-Tubulin | - ’ | Gesamt-Zelllysat.

a-U2AF65 ‘ .————b{—-{
a-Fibrillarin I- -—f—.{d

R

Um diese Ergebnisse zu bestatigen, wurde die Lokalisierung der beschriebenen
Proteine auch mikroskopisch in Immunfluoreszenzexperimenten analysiert. Zunachst
wurde die Lokalisierung von endogenem PELP1 und SENP3 in HelLa-Zellen untersucht.
Wie in Abb. 19A deutlich wird, decken sich beide Signale nahezu vollstandig. Sowohl fur
PELP1 als auch fur SENP3 ist eine Konzentration im Nukleolus sowie ein nukleoplasma-
tisches Signal erkennbar. Um die Lokalisierung von PELP1 innerhalb des Nukleolus weiter
einzugrenzen, wurden fur Koimmunfluoreszenzexperimente Markerproteine nukleolarer
Substrukturen hinzugezogen. Wie bereits in der Einleitung erwahnt, lasst sich der
Nukleolus in verschiedene Regionen einteilen: Die innerste Region, auch Fibrillar Centre
(FC) genannt, ist Ort der Transkription der ribosomalen DNA. Um zu untersuchen, ob
PELP1 dort zu finden ist, wurde UBF1, ein Transkriptionsfaktor der RNA-Polymerase | und
Markerprotein der FC-Region, zusammen mit PELP1 detektiert.
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Wie aus Abb. 19B erkennbar, ist UBF1 in der punktférmigen FC-Region des Nukleolus
konzentriert. Betrachtet man das PELP1-Signal, wird deutlich, dass diese Strukturen
komplett davon ausgespart sind. Dies lasst darauf schlieRen, dass PELP1 wahrscheinlich

nicht direkt an der Transkription der rDNA beteiligt ist.

Abb. 19 PELP1 lokalisiert in der GC-
Region des Nukleolus

(A-C) Lokalisierung von endogenem
PELP1, SENP3, UBF1 und NPM1 in
HelLa-Zellen durch Detektion mittels
Immunfluoreszenzfarbung. Zellkerne
wurden mit Hilfe einer DAPI-Farbung
sichtbar gemacht.

A SENP3 Uberlagerung/

C NPM1 Uberlagerung/

Aulerdem wurde die Lokalisierung von PELP1 in der GC (granular centre)-Region des
Nukleolus untersucht. Als Markerprotein fur die GC-Region wurde NPM1 verwendet. Wie
aus der Uberlagerung der Signale deutlich wird, kolokalisieren PELP1 und NPM1 in dieser
aulieren Nukleolusregion, in der die 32S-rRNA-Prozessierungsschritte stattfinden und die
pra-60S ribosomale Untereinheit assembliert wird (Abb. 19C). Interaktionsstudien
zwischen ektopisch exprimiertem oder endogenem PELP1 und endogenem NPM1 zeigen
eine Bindung von NPM1 an PELP1 und bestatigen das Resultat der Immunfluoreszenz
(Abb. 20). Zusammengefasst lassen diese Ergebnisse vermuten, dass PELP1 eine

Funktion in der GC-Subregion des Nukleolus hat.
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Abb. 20 NPM1 interagiert mit PELP1

(A) Flag-NPM1 wurde in U20S-Zellen mit anti-Flag-Agarose immunprazipitiert und nach SDS-PAGE mit koprazipitierten
Proteinen in einem Western Blot auf die Anwesenheit von endogenem PELP1 getestet. (B) Endogenes NPM1 wurde
aus OCI-AML3-Zellen mit Hilfe eines monoklonalen Maus-Antikdrpers prazipitiert, mit gebundenen Proteinen uber SDS-
PAGE aufgetrennt und auf Anwesenheit von endogenem PELP1 in einem Western Blot analysiert. Die Inputs stellen
2,5% des Gesamt-Zelllysats dar.

Die Untersuchung der PELP1-assoziierten Proteine LAS1L und MDN1 ergab, dass
auch diese Faktoren eine vorwiegend nukleolare Lokalisierung aufweisen, aber auch im
Nukleoplasma zu finden sind (Abb. 21A, B). TEX10 hingegen zeigt ein eher gleichmaliges

Lokalisierungsmuster im Nukleolus und Nukleoplasma (Abb. 21C).

Abb. 21 LAS1L, MDN1 und TEX10
lokalisieren im Nukleolus

(A-C) Die Lokalisierung von LAS1L, MDN1
oder TEX10 wurde mittels indirekter
Immunfluoreszenz unter Benutzung von anti-
LAS1L-, anti-MDN1- bzw. anti-TEX10-Anti-
korpern untersucht. Zellkerne wurden mit
DAPI angefarbt.

3.3 PELP1, TEX10, WDR18 und MDN1 sind an der Ribosomenbiogene-
se beteiligt

3.3.1 Die Depletion von PELP1, TEX10, WDR18 oder MDN1 fuhrt zu Defekten der
rRNA-Prozessierung

Um eine mogliche Rolle von PELP1 und seinen Bindungspartnern TEX10, WDR18 und
MDN1 bei der rRNA-Prozessierung zu untersuchen, wurde in HelLa-Zellen eine in vivo-
Markierung der RNA mit *?P-Orthophosphat durchgefiihrt. Hierbei wurden die
Proteinexpressionsniveaus der zu untersuchenden Faktoren durch Transfektion von
siRNA-Oligonukleotiden herunterreguliert. Die Effizienz der Depletion wurde mittels
Western-Blot-Analyse fur PELP1 und WDR18 Uberprift (Abb. 22B unten). Da zu diesem
Zeitpunkt noch keine Antikorper gegen TEX10 und MDN1 verfugbar waren, wurde die

effiziente RNAi-vermittelte Reduktion dieser Faktoren durch Quantifizierung der mRNA
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verifiziert (Abb. 22C). 72h nach siRNA-Transfektion erfolgte dann die eigentliche

Markierung der Zellen. Nach RNA-Aufreinigung und -Auftrennung auf einem denaturie-

renden Agarosegel konnen die einzelnen rRNA-Vorstufen durch Autoradiographie sichtbar
gemacht werden, und mogliche Defekte in der Prozessierung bestimmter rRNA-Vorlaufer
festgestellt werden. Schematisch dargestellt sind die wichtigsten Schritte der
Prozessierung ribosomaler RNA in Abb. 22A. Wie aus Abb. 22B (oberes Feld) hervorgeht,
fuhrt die Depletion von PELP1, TEX10, WDR18 oder MDN1 zu Defekten in der
Prozessierung der 32S rRNA. In Spur 2-5 ist, verglichen mit den Kontrollzellen in Spur 1,
jeweils der 32S-rRNA-Vorlaufer gegenuber der 28S rRNA angereichert. Das mittlere Feld
in Abb. 22B zeigt das mit Ethidiumbromid gefarbte Gel, das durch gleiche Intensitat der
28- bzw. 18S-rRNA-Banden die gleichmalige Beladung des Gels mit den entsprechenden
RNA-Proben belegt. Aus der Quantifizierung von vier unabhangigen Experimenten (zwei
fur MDN1) wird deutlich, dass die Depletion von PELP1 das Verhaltnis reifer 28S zur 32S-
rRNA-Vorstufe auf ca. 60% herabsetzt. Die Depletion von TEX10, WDR18 oder MDN1
fuhrt zu einer Abnahme des Verhaltnisses auf jeweils ca. 75, 50 bzw. 30%. Als Referenz
dienten bei dieser Quantifizierung die Kontrollzellen, deren 28S- zu 32S-rRNA-Verhaltnis
zu 1 gesetzt wurde (Abb. 22D). Dieses Ergebnis zeigt, dass PELP1, TEX10, WDR18 und
MDN1 an der Reifung der 28S rRNA beteiligt sind.
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Abb. 22 PELP1, TEX10, WDR18 und MDN1 sind an der rRNA-Prozessierung beteiligt

(A) Ubersicht Giber die wichtigsten Schritte der Prozessierung ribosomaler RNA. (B) HelLa-Zellen wurden mit siRNA-
Oligonukleotiden gegen PELP1, TEX10, WDR18, MDN1 oder mit einer Kontroll-siRNA transfiziert. 72h nach
Transfektion wurden die Zellen 1h lang mit 32P-Orthophosphat markiert. Nach Entfernung des radioaktiven Mediums
erfolgte eine weitere Inkubation der Zellen fir 2,5h mit Standardmedium. Nach Isolierung der RNA wurde diese auf
einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid (EtBr, mittleres Feld) gefarbt und nach Trocknung
des Gels mittels Autoradiographie (oberes Feld) sichtbar gemacht. Die Depletion von PELP1 und WDR18 wurde in
einem Western Blot (WB, untere 3 Reihen) Uberprift. (C) Die Depletion von TEX10 und MDN1 wurde durch
Quantifizierung der mMRNA mittels real time-PCR kontrolliert. Die relativen Expressionsniveaus wurden durch Teilung der
entsprechenden Werte fur TEX10 und MDN1 durch diejenigen der angegebenen Kontroligene (HPRT und PBGD)
ermittelt. Die relativen Expressionsniveaus der mit Kontroll-siRNAs behandelten Zellen wurden auf 1 gesetzt. (D) Die
Signalintensitaten der 28S- und 32S-rRNA-Formen wurden mit Hilfe eines Phosphoimagers analysiert, und das
Verhaltnis 28S:32S rRNA bestimmt. Die berechneten Werte stellen den Mittelwert aus vier (zwei fir MDN1)
unabhangigen Experimenten dar. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD) an.

3.3.2 PELP1 ist mit rRNA und Praribosomen assoziiert

Um eine magliche direkte Rolle von PELP1 und seinen Bindungspartnern bei der rRNA-
Prozessierung zu belegen, sollte geprift werden, ob der Proteinkomplex RNA enthalt.
Dazu wurde zunachst eine Immunprazipitation von endogenem PELP1 durchgeflhrt und
anschlielend aus dem prazipitierten Material RNA isoliert. Diese wurde daraufhin zu
cDNA revers transkribiert. AnschlieRend erfolgte eine PCR mit Oligonukleotiden, die eine
Region vom 3’-Ende der ITS2-Sequenz zum 5-Ende der 28S-rRNA-Sequenz umspannen
(Abb. 23, oben links). Um eine unspezifische RNA-Bindung auszuschliefen, wurde das
Haushaltsgen GAPDH als Kontrolle mit einbezogen (Abb. 23, oben rechts). Wie in Abb. 23
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zu sehen ist, finden sich in anti-PELP1-Immunprazipitaten (Abb. 23, unten) ITS2-
enthaltende RNA-Formen, die in der IgG-Kontrolle nicht prazipitiert werden. RNA fur
GAPDH wurde in anti-PELP1-Immunprazipitaten nicht detektiert, was die Spezifitat der
Bindung von PELP1 an ITS2-Sequenzen unterstreicht.

Abb. 23 PELP1 ist mit ITS2-enthaltenden RNA-Formen assoziiert

PELP1 wurde aus Hela-Zellen immunprazipitiert. 10% des prazipitierten Materials
wurde in einem Western Blot analysiert (unteres Feld). Das restliche Material wurde
fur eine RNA-Isolierung mit anschlieRender cDNA-Synthese eingesetzt. Die cDNA
wurde als Matrize fir eine PCR-Reaktion verwendet. Es wurden Oligonukleotide
innerhalb der 1TS2/28S-Region bzw. der GAPDH-cDNA als Kontrolle eingesetzt
(oberes Feld). Der Input bezieht sich auf 10% des Zelllysats. M steht fur Marker.

ITS2/288 M GAPDH

a-PELP1

Nachdem gezeigt wurde, dass der Komplex aus PELP1, TEX10, WDR18 und MDN1
eine Rolle bei der Reifung der 28S rRNA spielt und rRNA-Spezies enthalt, sollte nun
analysiert werden, ob der Proteinkomplex und SENP3 mit Praribosomen assoziiert sind.
Dazu wurden diese mittels Sucrose-Gradienten-Zentrifugation aus Zellkernen isoliert. Die
zu untersuchende Probe wurde dabei auf einen nach oben hin dichter werdenden
Sucrose-Gradienten gegeben, und die in der Probe enthaltenen Molekule wurden
wahrend eines dreistundigen Zentrifugationsschrittes entsprechend ihrer Dichte aufge-
trennt. Danach wurden 20 Fraktionen daraus entnommen und diese, nach zunehmender
Dichte angeordnet, auf ein SDS-Polyacrylamidgel geladen. AnschlieRend wurden
Western-Blot-Analysen durchgefuhrt, um die einzelnen Partikel auf Anwesenheit der
entsprechenden Proteine hin zu testen. Als Markerprotein flr Fraktionen, die nukleolare
pra-60S ribosomale Partikel enthalten, wurde BOP1, eine Komponente des PeBoW-
Komplexes (siehe auch 2.2), eingesetzt. Neben BOP1 wurden SENP3, PELP1, WDR18
und NPM1 untersucht.
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Wie aus Abb. 24 ersichtlich wird, sind PELP1 und WDR18 in denselben Fraktionen wie
BOP1 zu finden (Spuren 10-13), was darauf hindeutet, dass beide Proteine mit nukleo-
laren pra-60S-Partikeln assoziiert sind. Der anti-SENP3-Western Blot zeigt, dass auch
SENP3 mit PELP1 und WDR10 kosedimentiert, jedoch ist hier ein zusatzliches Signal in
den Fraktionen 5-8 erkennbar, die pra-40S-Partikeln entsprechen. Dies spricht moglicher-
weise dafur, dass SENP3 sowohl an der Biogenese der ribosomalen 60S-Untereinheit als
auch der 40S-Untereinheit beteiligt ist. NPM1 weist ein ahnliches Verteilungsmuster im
Western Blot wie BOP1, PELP1 und WDR18 auf, jedoch konnte hier reproduzierbar auch
ein Signal in Fraktionen detektiert werden, die Partikeln mit geringerer Dichte entsprechen.

Zusammengefasst kann festgehalten werden, dass PELP1, WDR18, SENP3 und

NPM1 mit 60S-Praribosomen assoziiert sind.

3.3.3 PELP1, TEX10, WDR1, MDN1 und SENP3 sind am Reifungsprozess der
groBen ribosomalen Untereinheit beteiligt

Um die Funktion von PELP1, TEX10, WDR18 und MDN1 im Reifungsprozess der grol3en

ribosomalen Untereinheit genauer zu untersuchen, wurde die Lokalisierung eines YFP-

RpL27-Fusionsproteins nach Depletion verschiedener Komponenten des Komplexes

untersucht. RpL27 ist Bestandteil der grofden ribosomalen Untereinheit und assembliert

bereits im Nukleolus mit 60S praribosomalen Partikeln. YFP-RpL27 kann deshalb als

Marker verwendet werden, um den Verlauf der Ribosomenbiogenese durch Fluoreszenz-
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mikroskopie zu verfolgen. Nach Etablierung einer HelLa-Zelllinie, die das YFP-RpL27-

Fusionsprotein stabil exprimierte, erfolgte die Transfektion mit siRNA-Oligonukleotiden.

Zellen, die mit einer Kontroll-siRNA transfiziert wurden, zeigen das typische Lokali-

sierungsmuster von RpL27, das sowohl im Nukleolus in Form von unreifen pra-60S

ribosomalen Partikeln als auch im Cytoplasma als Bestandteil reifer 60S-Untereinheiten
detektierbar ist (Abb. 25 obere Reihe). Die RNAi-vermittelte Depletion von PELP1, TEX10,
WDR18 oder MDN1 jedoch fuhrt zu einer starken Anreicherung des nukleolaren RpL27-

Signals, sowie zu einer drastischen Vergollerung der Nukleoli (Abb. 25, Reihen 2-5).

Dieses Anschwellen der Nukleoli ist typischerweise die Konsequenz der Inaktivierung von
Prozessierungsfaktoren (Rosby et al., 2009; Wild et al., 2010).

siKontrolle

SiPELP1

SiTEX10

siWDR18

siMDN1

SISENP3

Abb. 25 Der nukleoldre Export von pra-60S-Partikeln

ist nach Depletion von PELP1, TEX10, WDR18, MDN1
oder SENP3 stark beeintrachtigt

HelLa-Zellen, die YFP-RpL27 unter der Kontrolle eines
induzierbaren Promoters exprimierten, wurden mit den
angegebenen siRNA-Oligonukleotiden transfiziert. 24h
spater wurde die Expression der YFP-RpL27-Fusion
induziert und 72h danach deren subzelluldre Lokali-
sierung beobachtet. Alle Abbildungen wurden mit
identischer Belichtungszeit aufgenommen.
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Die Depletion von SENP3 fuhrte zu einem ahnlichen RpL27-Lokalisierungsphanotyp,
also zu einer nukleolaren Akkumulation des YFP-RpL27-Reporterproteins sowie zum
Verlust des cytoplasmatischen Signals. Zusatzlich zeigten die Nukleoli einiger Zellen unter
diesen Bedingungen auch eine veranderte Morphologie: Die normalerweise intakten,
runden Strukturen erscheinen deformiert (Abb. 25, untere Reihe). Diese Ergebnisse unter-
streichen die entscheidende Rolle der SENP3-vermittelten Desumoylierung wahrend der
Ribosomenreifung.

Insgesamt zeigen diese funktionalen Untersuchungen, dass PELP1 und seine
Bindungspartner TEX10, WDR18, MDN1 und SENP3 fiir die Reifung und den Ubergang
der grofden ribosomalen Untereinheit vom Nukleolus ins Nukleoplasma bendtigt werden.
Beim Fehlen der Proteine kommt der Reifungsprozess der 60S-Untereinheit offensichtlich

auf einer frihen nukleolaren Stufe zum Erliegen.

3.4 PELP1 ist ein SUMO-Substrat und wird von SENP3 demodifiziert
3.4.1 PELP1 interagiert nichtkovalent mit SUMO

Da der Komplex aus PELP1 und seinen Bindungspartnern mit der SUMO-Isopeptidase
SENP3 assoziiert ist, sollte herausgefunden werden, ob Komponenten des Komplexes
Substrate fur eine Modifikation mit SUMO sind.

Bereits 2006 wurde PELP1 in einer Studie von Rosendorff und Kollegen als nicht-
kovalenter SUMO2-Bindungspartner identifiziert (Rosendorff et al., 2006). Im Einklang mit
diesem Ergebnis konnte in einem biochemischen Bindungsexperiment die Interaktion
eines GST-SUMO2-Fusionsproteins mit *°S-markiertem PELP1, das durch in vitro-
Transkription und -Translation hergestellt wurde, bestatigt werden (Abb. 26). Mit GST-
SUMO1 konnte dagegen lediglich eine sehr schwache Bindung zu PELP1 festgestellt
werden. Da eine Interaktion zwischen SUMO und einem Bindungsprotein typischerweise
Uber ein sogenanntes SIM (SUMO Interaction Motif) ablauft, wurde die Aminosaure-
sequenz von PELP1 auf diese Motive hin untersucht. Sie setzen sich in der Regel aus
einem hydrophoben Kern und benachbarten sauren Aminosaureresten zusammen (Song
et al., 2004; Hecker et al., 2006). Zwei solcher Motive konnten in PELP1 identifiziert
werden: Der hydrophobe Kern des sogenannten ,SIM1“ umspannt die Aminosauren
788-791, wohingegen sich derjenige des ,SIM2“ im Bereich der Aminosauren 878-881
befindet (Abb. 26, unten).
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Abb. 26 PELP1 besitzt zwei SIMs
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Um zu testen, ob diese Motive tatsachlich fur die Interaktion mit SUMO verantwortlich
sind, wurden je zwei hydrophobe Reste aus den jeweiligen SIMs zu Alaninen mutiert.
AnschlieBend wurden mit diesen PELP1-Mutanten Bindungsstudien mit GST-SUMO
durchgefuhrt. Im Gegensatz zum PELP1-Wildtyp zeigte sich fur beide SIM-Mutanten eine
verminderte Bindung an GST-SUMO2, wobei dieser Effekt fur die Mutation im ,SIM2“ noch
starker ist und nahezu zum Verlust der SUMO-Bindung fuhrt. Unter Verwendung der
»2IM1/2“-Doppelmutante wurde die Interaktion mit SUMO2 vollig aufgehoben (Abb. 26).
PELP1 besitzt also zwei SUMO-Interaktionsmotive, Uber die es nichtkovalent mit SUMO2

interagiert.

3.4.2 PELP1 ist ein SENP3-sensitives Substrat fiir SUMO

Nach der ldentifikation von PELP1 als nicht-kovalentem Interaktionspartner von SUMO
sollte nun analysiert werden, ob PELP1 auch kovalent mit SUMO modifiziert werden kann.
Dies wurde zunachst mit Hilfe eines in vitro-Sumoylierungsexperiments getestet. Dazu
wurde **S-markiertes PELP1 durch in vitro-Transkription und -Translation hergestellt und
mit rekombinantem E1-Enzym, Ubc9 und SUMO1 bzw. SUMO2 inkubiert. In einer
Kontrollreaktion ohne Zugabe von SUMO konnte fur PELP1 nach Auftrennung durch SDS-
PAGE und nachfolgender Autoradiographie erwartungsgemal’ eine Proteinbande bei ca.
180kDa detektiert werden (Abb. 27A, Spur 1). Nach Zugabe von SUMO1 oder SUMO2
zum Reaktionsansatz entstand ein PELP1-SUMO-Konjugat mit einem relativen Molekular-
gewicht von ca. 220kDa (Abb. 27A, Spuren 2 und 5). Um zu testen, ob diese PELP1-
SUMO-Konjugate SENP3-sensitiv sind, wurde zu den Ansatzen zusatzlich durch in vitro-
Transkription und -Translation hergestelltes Wildtyp-SENP3 oder die katalytisch inaktive
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Mutante SENP3°°*2° gegeben. Wie in den Spuren 3, 4, 6 und 7 der Abb. 27A zu sehen ist,
ist nur die Wildtyp-SUMO-Isopeptidase in der Lage, die PELP1-SUMO-Konjugate zu
spalten, nicht aber SENP3“°*2°_ Dabei ist die Aktivitat von SENP3 gegeniiber PELP1-
SUMO?2 etwas starker als gegenuber PELP1-SUMO1, was dessen bekannte Praferenz fur
SUMO2/3-Konjugate bestatigt (Nishida et al., 2000; Gong und Yeh, 2006; Haind! et al.,
2008).
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Abb. 27 PELP1 ist ein SENP3-sensitives SUMO-Substrat

(A) PELP1 wurde durch in vitro-Transkription und -Translation hergestellt und mit rekombinanten E1- und E2-Enzymen
und SUMO1 bzw. SUMO2 in Anwesenheit von ATP inkubiert. Die Kontrollreaktion (Spur 1) wurde ohne SUMO
durchgefiihrt. SENP3 oder die katalytisch inaktive SENP3“**®_.variante wurde durch in vitro-Transkription und
-Translation hergestellt und wo angegeben zum Sumoylierungsansatz hinzugefiigt. (B) HA-PELP1 wurde ohne oder
zusammen mit SUMO1 bzw. SUMO2 in Ab- oder Anwesenheit von SV5-markiertem SENP3 in HelLa-Zellen exprimiert.
Die Expression der jeweiligen Proteine wurde nach Auftrennung tUber SDS-PAGE in einem Western Blot uberprift. (C)
HelLa-Zellen wurden mit den angegebenen siRNA-Oligonukleotiden transfiziert. Die SUMO-Modifizierung von
endogenem PELP1 wurde mittels Western-Blot-Analyse unter Anwendung eines anti-PELP1-Antikérpers untersucht. Die
Depletion der entsprechenden Proteine wurde in einem Western Blot kontrolliert (untere drei Felder). (D) HeLa-Zellen
wurden mit einer siRNA gegen SENP3 und einem His-SUMO2-Plasmid wie angegeben transfiziert. His-SUMO-
Konjugate wurden Uber magnetische NiNTA-Klgelchen unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigt und in einem
Western Blot mit einem anti-PELP1-Antikdrper analysiert. Pfeile kennzeichnen PELP1-SUMO-Konjugate.

Um zu untersuchen, ob PELP1 auch in vivo mit SUMO modifiziert werden kann, wurde
HA-markiertes PELP1 in HelLa-Zellen entweder alleine oder mit SUMO1 bzw. SUMO2
exprimiert (Abb. 27B). Eine anschlielfende Western-Blot-Analyse zeigte fur unmodifiziertes

PELP1 in allen Ansatzen eine Proteinbande bei 180kDa. Nach zusatzlicher Expression
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von SUMO1 oder SUMO2 wurde eine zweite Bande bei 220kDa sichtbar, die einem
PELP1-SUMO-Konjugat entsprechen konnte (Abb. 27B, Spuren 2 und 3). Wurde nun
SENP3 koexprimiert, gingen diese hohermolekularen Banden verloren, was fur eine
SENP3-vermittelte Demodifikation eines PELP1-SUMO-Konjugats spricht (Abb. 27B,
Spuren 4 und 5).

Um zu testen, ob auch endogenes PELP1 mit SUMO modifiziert werden kann und ob

die Modifikation durch endogenes SENP3 reguliert wird, wurde das SENP3-Expressions-
niveau in HeLa-Zellen mit siRNA-Oligonukleotiden herunterreguliert, und PELP1 wurde mit
einem anti-PELP1-Antikorper im Western Blot detektiert. Auch fur endogenes PELP1
wurde nach SENP3-Depletion eine zusatzliche hdhermolekulare anti-PELP1-reaktive
Proteinbande bei 220kDa sichtbar, die kaum mehr nachweisbar war, sobald zusatzlich
zellulare SUMO2- und -3-Niveaus durch RNAi-vermittelte Depletion herabgesetzt wurden
(Abb. 27C). Dies deutet darauf hin, dass die hohermolekulare Proteinbande tatsachlich
einem PELP1-SUMO-Konjugat entspricht und vorwiegend eine mit SUMOZ2/3-modifizierte
Form von PELP1 darstellt. Dass es sich tatsachlich um eine Modifikation von PELP1 mit
SUMO handelt, konnte nach Transfektion eines mit einem Hisg-Epitop versehenen
SUMO2 durch Aufreinigung von Hisg-SUMO-Konjugaten mittels NiNTA-Kugelchen
bestatigt werden. Dabei konnte Hisg-SUMO2 modifiziertes PELP1 spezifisch aus Hela-
Zellen angereichert werden, in denen die SENP3-Expressionsniveaus herunterreguliert
waren (Abb. 27D).

3.4.3 Lysin 826 ist die Haupt-Sumoylierungsstelle von PELP1

Da SUMO haufig an Lysinreste konjugiert wird, die in einer WKXE-Konsensussequenz
eingebettet sind, wurde die Aminosauresequenz von PELP1 zunachst auf die Anwesen-
heit dieses Motivs hin untersucht. Hierbei konnten drei potentielle Sumoylierungsstellen an
den Positionen 541, 770 bzw. 826 identifiziert werden.

Um zu analysieren, ob eines oder mehrere dieser Lysine in PELP1 sumoyliert werden,
wurde ein jedes zu einem Arginin mutiert. AnschlieBend wurde in einem in vitro-
Sumoylierungsexperiment untersucht, ob die jeweilige PELP1-Variante noch mit SUMO
modifiziert werden kann. Dabei zeigte sich nur nach Mutation des Lysins an Position 826
sowohl in Ansatzen mit SUMO1 als auch mit SUMO2 eine starke Abschwachung der
hoéhermolekularen PELP1-SUMO-Bande (Abb. 28A). Die Mutation der beiden Lysine 770
und 826, die ebenfalls in WKXE-Motiven von PELP1 gefunden wurden, fuhrte jedoch zu

keiner wesentlichen Anderung des Sumoylierungsstatus von PELP1 (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 28 PELP1 wird hauptsachlich an Lysin 826 sumoyliert

(A) PELP1 bzw. PELP1"®*R wurde durch in vitro-Transkription und -Translation hergestellt und in Anwesenheit von E1,
E2, ATP und SUMO1 bzw. SUMO2 sumoxliert. In den Kontrollreaktionen (Spuren 1 und 4) wurde SUMO nicht hinzu-
gefugt. (B) HA-PELP1 oder HA-PELP1%®? wurde in Anwesenheit von SUMO1 oder SUMO2 in HeLa-Zellen exprimiert.
Die Expression der jeweiligen Proteine wurde nach Auftrennung uber SDS-PAGE in einem Western Blot analysiert. Die
Detektion von B-Tubulin diente als Ladekontrolle. Pfeile kennzeichnen PELP1-SUMO-Konjugate.

Um zu untersuchen, ob Lysin 826 auch in vivo als Sumoylierungsstelle fungiert, wurde
der Sumoylierungsstatus von Wildtyp-PELP1 oder PELP*®?°R hach Expression in Hela-
Zellen in einer Western-Blot-Analyse untersucht. Wie aus Abb. 28B hervorgeht, wird das
Signal fur die hohermolekularen PELP1-SUMO1- und PELP1-SUMO2-Konjugate (Spuren
1 und 2) nach Mutation des Lysins 826 deutlich schwacher (Spuren 3 und 4). Aus diesen
in vitro- und in vivo-Untersuchungen lasst sich folgern, dass das Lysin an Position 826 die

Haupt-Sumoylierungsstelle von PELP1 ist.

3.4.4 Die Sumoylierung von PELP1 wird durch p14*RF stimuliert

Verschiedene Arbeiten zeigen, dass der Tumorsuppressor ARF als Gegenspieler von
SENP3 fungiert, indem er madglicherweise die Stabilitat der SUMO-Isopeptidase reguliert
(Haindl et al., 2008; Kuo et al., 2008). Deshalb wurde die mégliche Rolle von p14*FF bei

der Sumoylierung von PELP1 untersucht. Dazu wurde mit einem HA-Epitop versehenes

4ARF

PELP1 zusammen mit Flag-markiertem p1 in HelLa-Zellen exprimiert. Wie in Abb.

29A, Spur 6 zu sehen ist, fiihrt die Expression von p14°~F

zu einem deutlichen Anstieg der
Sumoylierung von PELP1. Die zusatzliche Expression von SUMO1 oder SUMO?2 verstarkt
die Modifikation (Abb. 29A, Spuren 2 und 4). Auch die SUMO-Konjugation von
endogenem PELP1 wird durch die Expression von p14°7F stimuliert (Abb. 29B, Spuren 2
und 4). Diese Beobachtungen lassen schlieRen, dass PELP1 ein Substrat der von p14°RF

hervorgerufenen Sumoylierung ist.
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A 1 2 3 4 5 & B 1 2 3 4 Abb. 29 p14*¥¥ induziert die
Sumoylierung von PELP1
- 250kD 250kDa
(250kDa pr—— (A, B) Flag-p14*¥F und SUMO
| 150kDa o-PELP1 wurden in HelLa-Zellen exprimiert,
150kDa  und die SUMO-Modifikation von
exogenem HA-PELP1 bzw. endo-
a-Flag - - genem PELP1 wurde in einem
a--Tubulin We_stern Blot mlt anti-HA- oder
anti-PELP1-Antikérpern wie ange-
geben untersucht. Pfeile kenn-

a-HA

a-Flag - - -

HA-PELP1 + 0+ 4+ o+ + o+ SUMO1 + o+ . .
zeichnen PELP1-SUMO-Konjuga-

SUMO1 + o+ SUMO2 + o+ te.

SUMO2 + o+ Flag-p14AT + +

Flag-p14At + + +

3.5 Die nukleolare Lokalisierung von PELP1 wird durch das SUMO-
System kontrolliert

3.5.1 Verstarkte Sumoylierung verhindert die nukleolare Lokalisierung von PELP1

Die oben beschriebenen Ergebnisse identifizieren PELP1 als SENP3-sensitives Substrat
von SUMO. Da SUMO in vielen Fallen fur die Verteilung von Proteinen innerhalb der Zelle
verantwortlich ist (Heun, 2007), sollte nun untersucht werden, ob sich eine Veranderung
des zellularen Sumoylierungsstatus auf die subnukleare Verteilung von PELP1 und seinen
assoziierten Proteinen auswirkt. Dazu wurde zunachst ein mit einem Flag-Epitop
versehenes SUMO2 in Hela-Zellen exprimiert. Danach wurde die Lokalisierung von
PELP1 in SUMOZ2-transfizierten mit der in untransfizierten Zellen mittels Immun-
fluoreszenz verglichen (Abb. 30A). SUMO2 lokalisiert wie beschrieben im Nukleoplasma,
zeigt jedoch kein nukleolares Signal (Ayaydin und Dasso, 2004) (Abb. 30A, zweites Feld).
Interessanterweise ergab sich fur die subzellulare Verteilung von PELP1, dass es in
SUMO2-positiven Zellen ebenfalls vollig von den Nukleoli ausgeschlossen ist und im
Nukleoplasma akkumuliert. Damit unterscheidet sich die Lokalisierung drastisch von
benachbarten Zellen, die SUMO2 nicht exprimieren und das typische Lokalisierungs-
muster von PELP1 mit einer nukleolaren und nukleoplasmatischen Verteilung aufweisen
(Abb. 30A, erstes Feld).
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A 1-SUMO? Uberlagerung/

B siKontrolle Uberlagerung

SISENP3 o Uberlagerung

SISENP3 £ WDR5 Uberlagerung

Abb. 30 PELP1 lokalisiert nach gesteigerter Sumoylierung verstarkt im Nukleoplasma

(A) Hela-Zellen wurden mit Flag-SUMO2 transient transfiziert. Flag-SUMO2-exprimierende Zellen wurden mittels
indirekter Immunfluoreszenz sichtbar gemacht. Die Lokalisierung von endogenem PELP1 wurde in Flag-SUMO2-
positiven (griine Pfeile) oder untransfizierten Zellen (weilRe Pfeile) mit einem anti-PELP1-Antikrper untersucht. (B, C)
HelLa-Zellen wurden mit einer Kontroll-siRNA gegen Luciferase oder mit einer siRNA gegen SENP3 transfiziert, und die
Lokalisierung von endogenem PELP1 bzw. WDR50 wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz unter Verwendung der
entsprechenden AntikOrper analysiert.

In weiteren Experimenten wurde die Lokalisierung von PELP1 nach Depletion von
SENP3 untersucht, da das Fehlen von SENP3 ebenfalls zur Steigerung des zellularen
Sumoylierungsstatus fuhrt. Auch die Abwesenheit von SENP3 hat eine Verschiebung der
Lokalisierung von PELP1 aus dem Nukleolus ins Nukleoplasma zur Folge (Abb. 30B).
Diese Daten sprechen dafur, dass die nukleolare Lokalisierung von PELP1 durch
gesteigerte Sumoylierung unterbunden wird, und umgekehrt die Desumoylierung durch
SENP3 fur die nukleolare Verteilung von PELP1 wichtig ist. Um auszuschlieRen, dass die
Depletion von SENP3 die Integritat des Nukleolus generell beeintrachtigt, wurde die
Verteilung des nukleolaren 18S-rRNA-Prozessierungsfaktors WDR50/hUTP18 in Abwe-
senheit von SENP3 untersucht (Abb. 30C). In diesem Fall hatte das Fehlen von SENP3
keinen Einfluss auf die Lokalisierung, was dafur spricht, dass die Nukleoli unter diesen

Bedingungen intakt bleiben.
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3.5.2 TEX10, LAS1L und MDN1 sind nach Verlust von SENP3 weitgehend aus dem
Nukleolus ausgeschlossen

Nach der Analyse der Verteilung von PELP1 innerhalb der Zelle sollte nun auch die
Lokalisierung der PELP1-assoziierten Komponenten LAS1L, TEX10 und MDN1 nach
Depletion von SENP3 mittels indirekter Immunfluoreszenz untersucht werden. Hier zeigte
sich eine ganz &hnliche Anderung des subzelluldren Verteilungsmusters wie fiir PELP1
(Abb. 31A): Im Vergleich zu Kontrollzellen ist das nukleolare Signal von LAS1L, TEX10
und MDN1 sehr stark reduziert. PES1, das als Komponente des PeBoW-Komplexes
ebenfalls an der Reifung der 60S ribosomalen Untereinheit beteiligt ist, zeigt dagegen
auch in der Abwesenheit von SENP3 eine nukleolare Lokalisierung (Abb. 31B). Dies
belegt, dass SENP3 nicht generell die nukleolare Anreicherung von Faktoren der Reifung

der 60S ribosomalen Untereinheit bestimmt.

siKontrolle . Uberlagerung
SISENP3 . 3 Uberlagerung
siKontrolle
siKontrolle SISENP3
SISENP3
B

siKontrolle ‘r S1,

SISENP3 - Uberlagerung

Abb. 31 LAS1L, TEX10 und MDN1 zeigen nach Depletion von SENP3 eine verstarkte nukleoplasmatische
Lokalisierung

(A, B) HelLa-Zellen wurden mit den angegebenen siRNAs transfiziert. Die subzelluldre Lokalisierung von endogenem
TEX10, LAS1L, PES1 bzw. MDN1 wurde anhand immunologischer Farbung mit den entsprechenden Antikdrpern
analysiert. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt.

Uberlagerung
-
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3.5.3 SUMOZ2/3 reguliert die subnukleare Verteilung von PELP1

Um zu untersuchen, welche SUMO-Variante die Lokalisierung von PELP1 kontrolliert,
wurden Hela-Zellen mit siRNA-Oligonukleotiden, die gegen SUMO1 oder SUMOZ2/3
gerichtet sind, transfiziert. AnschlieRend wurde die Lokalisierung von PELP1 untersucht.
Wie aus Abb. 32 (obere Reihe) ersichtlich wird, fuhrt eine Depletion von SUMO2/3 zu
einer drastisch verstarkten Anreicherung von PELP1 im Nukleolus verglichen mit
Kontrollzellen (Abb. 30B, obere Reihe). Die Depletion von SUMO1 dagegen verandert die
Verteilung von PELP1 nicht wesentlich (Abb. 32, untere Reihe). Diese Ergebnisse
belegen, dass das Gleichgewicht von Sumoylierung und Desumoylierung die subnukleare

Lokalisierung von PELP1 bestimmt und zeigen, dass hierbei insbesondere SUMO2/3

TT— Abb. 32 PELP1 akkumL_lliert im
Nukleolus nach Depletion von
SUMO2/3
HelLa-Zellen wurden mit siRNA-
Oligonukleotiden gegen SUMO1
bzw. SUMO2/3 transfiziert. Uber
indirekte Immunfluoreszenz

Obaragerung wurde die Lokalisierung von
PELP1 mit einem anti-PELP1-

Antikorper untersucht. Zellkerne

wurden mit DAPI angefarbt.

erforderlich ist.

siSUMO2/3

- E

3.5.4 Die Modifikation von PELP1 durch SUMO bestimmt dessen subnukleére
Lokalisierung

Trotz der beobachteten Korrelation zwischen zellularem Sumoylierungsstatus und
Veranderungen der PELP1-Verteilung innerhalb des Zellkerns lassen die bisherigen
Ergebnisse offen, ob die beobachtete Anderung der Lokalisierung von PELP1 eine direkte
Konsequenz der Modifikation von PELP1 ist. Zur Klarung dieser Frage wurde SUMO2
linear an den C-Terminus von PELP1 fusioniert, um die konstitutive Sumoylierung
nachzuahmen (Abb. 33D). Anschlieend wurden HelLa-Zellen von endogenem PELP1
depletiert, durch PELP1-SUMO2 oder Wildtyp-PELP1 ersetzt, und die Lokalisierung der
Proteine wurde untersucht. Wie endogenes PELP1 lokalisiert ektopisch exprimiertes
PELP1 vorwiegend im Nukleolus. Sobald jedoch die SENP3-Expression herunterreguliert
wird, verschiebt sich die Lokalisierung von PELP1 vom Nukleolus ins Nukleoplasma (Abb.
33A, obere Felder). Fur die PELP1-SUMO2-Variante jedoch zeigt sich eine extranukleo-
lare Lokalisierung im Nukleoplasma bereits ohne Depletion von SENP3 (Abb. 33A, untere
Felder).
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Aulerdem konnte festgestellt werden, dass PELP1-assoziierte Faktoren wie LAS1L
und SENP3 in Anwesenheit der konstitutiv sumoylierten PELP1-Variante auch vom

Nukleolus ins Nukleoplasma verlagert wurden (Abb. 33B).

siPELP1 SIPELP1 + siSENP3 siPELP1

PELP1-sGRGSGAGSGSG-SUMO2AGG

Uberlagerung/

&

Uberlagerung/

Abb. 33 Die lineare PELP1-SUMO2-Fusion lokalisiert im Nukleoplasma

(A) Das Expressionsniveau von endogenem PELP1 wurde in Hela-Zellen mit Hilfe einer siRNA gegen PELP1
herunterreguliert. Die Zellen wurden mit siRNA-resistenten PELP1-Plasmiden, die entweder fiir den HA-markierten
PELP1-Wildtyp oder eine mit einem Flag-Epitop versehene PELP1-SUMO2-Fusion kodierten, transfiziert. Die
Lokalisierung der entsprechenden Proteine nach PELP1- bzw. PELP1- und SENP3-Depletion wurde mittels indirekter
Immunfluoreszenz unter Benutzung von anti-HA- bzw. anti-Flag-Antikérpern analysiert. (B) Die Lokalisierung von LAS1L
oder SENP3 wurde in HelLa-Zellen, die die PELP1-SUMOZ2-Fusion exprimierten, untersucht. Indirekte Immunfluoreszenz
wurde mit LAS1L- bzw. SENP3- Antlkorpern durcthefuhrt (C) HelLa-Zellen wurden nach PELP1-Depletion mit einer
siRNA-resistenten Variante von PELP1"/9AAVIBIAA g 13\M02 transfiziert. Mittels indirekter Immunfluoreszenz unter der
Verwendung eines anti-Flag-Antikérpers wurde deren Lokalisierung detektiert. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. (D)
Schematische Darstellung der PELP1-SUMO2-Fusion.

Ein PELP1-SUMO2-Fusionsprotein, das zusatzlich Mutationen im hydrophoben
Bereich beider SIMs trug, zeigt ein ganz ahnliches Lokalisierungsmuster wie die
unmutierte PELP1-SUMOZ2-Fusion: Auch dieses Protein wird vorwiegend im Nukleo-
plasma detektiert (Abb. 33C). Dies weist darauf hin, dass die kovalente Bindung von
SUMO2 an PELP1 dessen subnukleare Verteilung bestimmt.
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3.5.5 Das PELP1-assoziierte Protein LAS1L wird ebenfalls von SUMO modifiziert

Eine weitere Frage war, ob PELP1 das alleinige kritische Zielprotein von SUMO bei der
SENP3-regulierten subzellularen Verteilung des PELP1-TEX10-WDR18-Komplexes und
der assoziierten Proteine LAS1L und MDN1 ist. Um dies zu untersuchen, wurde die Lokali-
sierung von PELP1¥®%%R bei dem die Hauptsumoylierungsstelle mutiert ist, in Abwesenheit
von SENP3 untersucht. Immunfluoreszenzanalysen zeigen, dass PELP1%®%R wie das
PELP1-Wildtyp-Protein (Abb. 33A) nach SENP3-Depletion vorwiegend im Nukleoplasma
zu finden ist (Abb. 34).

SIPELP1 SPELP1 + SISENP3 Abb. 34 PELP1"®%R jst nach SENP3-Depletion weitgehend
aus den Nukleoli ausgeschlossen

HelLa-Zellen wurden mit den angegebenen siRNA-Oligonukleo-
tiden und PELP1"®®R transfiziert. In indirekten Immunfluores-
zenzanalysen wurde dessen subzellulare Lokalisierung mit einem
anti-HA-Antikorper detektiert. Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt.

/

Eine Erklarung fur dieses Ergebnis ware, dass eine Mutation im Lysin 826 von PELP1
dessen Sumoylierung nicht vollstandig unterbindet. Dies stinde im Einklang mit den in
vivo-Sumoylierungsdaten (Abb. 28B), wo in den Spuren 3 und 4 noch eine schwache
hoéhermolekulare Bande sichtbar ist. Allerdings scheint es eher unwahrscheinlich, dass
dieses geringe Ausmal® an Modifikation die beobachteten Effekte vermitteln kann. Eine
zweite Erklarung ware, dass es neben PELP1 noch weitere SENP3-abhangige SUMO2/3-
Substrate gibt, die mit PELP1 assoziiert sind. Mit dieser Hypothese stimmt die
Beobachtung Uberein, dass der PELP1-Interaktor LAS1L sumoyliert wird. Dies konnte
zunachst in einem in vitro-Sumoylierungsexperiment fiir >>S-markiertes LAS1L, das durch
in vitro-Transkription und -Translation hergestellt worden war, mit SUMO1 und SUMO2
gezeigt werden (Abb. 35A). Daruberhinaus wird LAS1L auch in vivo mit SUMO2
modifiziert (Abb. 35B, C). Eine modifizierte LAS1L-Form wird nach Depletion von SENP3
verstarkt (Abb. 35B, Spuren 3 und 4). Dass es sich hierbei um eine SUMO-Modifikation
handelt, konnte nach Transfektion einer Hise-markierten SUMO2-Form durch Aufreinigung
von Hise-SUMO-Konjugaten unter denaturierenden Bedingungen im Western Blot mit
einem anti-LAS1L-Antikorper bestatigt werden (Abb. 35C). Diese Ergebnisse zeigen, dass
neben PELP1 mit LAS1 mindestens ein zweites Protein des Proteinkomplexes von SUMO
modifiziert wird, und SENP3 als demodifizierendes Enzym den Sumoylierungsstatus
reguliert. Diese Daten sprechen deshalb dafur, dass SENP3 die subnukleare Verteilung
dieses Ribosomenbiogenese-Komplexes durch die Desumoylierung mehrerer Komponen-

ten reguliert.
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Abb. 35 LAS1L ist ein SENP3-sensitives SUMO-Substrat

(A) LAS1L wurde durch in vitro-Transkription und -Translation hergestellt und mit rekombinanten E1- und E2-Enzymen
und SUMO1 bzw. SUMO2 in Anwesenheit von ATP inkubiert. Der Kontrollreaktionsansatz (Spur 1) wurde ohne SUMO
durchgefiihrt. (B) Hela-Zellen wurden mit siRNA-Oligonukleotiden und Plasmiden wie angegeben transfiziert. Die
Expression der entsprechenden Proteine wurde in einer Western-Blot-Analyse uberpriift. Die Detektion von p-Tubulin
diente als Ladekontrolle. (C) HeLa-Zellen wurden mit siRNAs und Plasmiden wie aufgefihrt transfiziert. His-SUMO2-
Konjugate wurden unter denaturierenden Bedingungen an magnetische NiNTA-Kiigelchen gebunden und nach Auftren-
nung tber SDS-PAGE in einem Western Blot unter Benutzung eines anti-LAS1L-Antikdrpers untersucht.
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4 Diskussion

Die Ribosomenbiogenese in Eukaryoten ist ein auflerst energieaufwandiger Prozess,
dessen exakte Regulation das zeitlich und raumlich koordinierte Zusammenwirken einer
Vielzahl von Proteinen erfordert. Nur durch dieses prazise Zusammenspiel kann letztlich
die Proteinsynthese einer Zelle gewahrleistet werden. In der vorliegenden Arbeit konnte
ein neuer Proteinkomplex identifiziert werden, der mit der nukleolaren SUMO-spezifischen
Isopeptidase SENP3 assoziiert ist und wie SENP3 an der Biogenese der grolien
ribosomalen Untereinheit in Sdugerzellen beteiligt ist. Dieser Komplex setzt sich aus den
Proteinen PELP1, TEX10 und WDR18 zusammen und ist mit zwei weiteren Faktoren,
MDN1 und LAS1L, assoziiert. PELP1 und LAS1L wurden als SENP3-sensitive SUMO-
Substrate identifiziert, und es konnte gezeigt werden, dass die subzellulare Verteilung des
PELP1-TEX10-WDR18-Komplexes durch das Gleichgewicht von SUMO-Modifikation und

-Demodifikation bestimmt wird.

4.1 Der PELP1-TEX10-WDR18-Komplex ist an der Ribosomenbiogenese
beteiligt

Im Zuge dieser Arbeit konnten die Proteine PELP1, TEX10 und WDR18 mittels Affinitats-
reinigung und anschlieRender massenspektrometrischer Analyse als Bindungspartner der
SUMO-spezifischen Isopeptidase SENP3 identifiziert werden. Eine vergleichende
Sequenzanalyse ergab, dass PELP1, TEX10 und WDR18 Ahnlichkeiten zu den Proteinen
Rix1, Ipi1 bzw. Ipi3 aus der Hefe S. cerevisiae aufweisen, die zusammen einen
Subkomplex der pra-60S ribosomalen Partikel bilden (Galani et al., 2004; Krogan et al.,
2004; Nissan et al., 2004). Obwohl die Homologie zwischen den entsprechenden
Proteinen von Mensch und Hefe insgesamt begrenzt ist, konnten konservierte Regionen
und Domanen identifiziert werden. Neben den Proteinen aus Hefe existieren auch
Proteine in anderen Spezies, die konservierte Bereiche zu den humanen Proteinen
aufweisen. Im Zebrafisch z. B. finden sich Homologe zu PELP1, TEX10 und WDR18, in
Drosophila melanogaster zu TEX10 und WDR18, und in C. elegans existiert ein zu
WDR18 orthologes Protein.

Die in der massenspektrometrischen Analyse beobachtete Bindung von PELP1,
TEX10 und WDR18 an SENP3 wurde zunachst in Koimmunprazipitationsexperimenten
bestatigt. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass PELP1, TEX10 und WDR18 auch
untereinander interagieren und somit einen Proteinkomplex bilden. Wie diese Proteine

jedoch innerhalb des Komplexes genau angeordnet sind und uUber welche Domanen sie
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miteinander interagieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit noch nicht detailliert untersucht.
Um dies zu klaren, konnten Deletionsmutanten einzelner Komponenten hergestellt werden
und deren Bindungsverhalten — idealerweise bei gleichzeitiger Depletion der jeweiligen
endogenen Proteine — in Koimmunprazipitationsexperimenten analysiert werden.

Dem Rix1/Ipi-Komplex und dessen assoziierter AAA-ATPase Rea1 wurde eine
Funktion bei der Reifung der groRen ribosomalen Untereinheit zugewiesen. Krogan und
Kollegen zeigten, dass dieser Komplex fur die Prozessierung des primaren rRNA-
Transkripts innerhalb der ITS2-Region bendtigt wird. Diese Region trennt die Sequenz, die
fur die 25S rRNA (28S in Saugern) kodiert, von der 5,8S Region innerhalb des 27S-
Vorlaufers (32S in Saugern) (Krogan et al., 2004). Die Spaltungsreaktion innerhalb der
ITS2-Sequenz findet vorwiegend in der GC-Region des Nukleolus statt und fuhrt zur
Bildung der reifen 25S rRNA und einer 7S-rRNA-Zwischenstufe (12S in Saugern), deren
Enden dann im Nukleoplasma durch das Exosom gekurzt werden, so dass die reife 5,8S
rRNA entsteht.

Wird nun eine Komponente des Proteinkomplexes aus Rix1, Ipi1 und Ipi3 herunter-
reguliert, fihrt dies zu einer Abnahme der reifen 25S- und 5,8S-rRNA-Formen und
gleichzeitig zu einer Anreicherung der entsprechenden Vorlaufer, der 27S- und 7S-pra-
rRNAs. Dies lasst darauf schliel3en, dass der Rix1/Ipi-Komplex sowohl an den nukleolaren
als auch an den nukleoplasmatischen Schritten der ITS2-Spaltung beteiligt ist (Wu et al.,
2002; Peng et al., 2003; Krogan et al., 2004).

Die Arbeitsgruppe um E. Hurt dagegen schlussfolgerte aus ihren Ergebnissen, dass
der Proteinkomplex aus Rix1, Ipi1 und Ipi3, sowie dessen assoziierte AAA-ATPase Rea1
vorwiegend bei den extranukleolaren Schritten der Ribosomenassemblierung eine Rolle
spielt. Diese Proteine werden dabei spezifisch fur die nukleoplasmatischen Prozes-
sierungsschritte der 7S pra-RNA und den nukledaren Export des spaten pra-60S-Partikels
ins Cytoplasma bendtigt (Galani et al., 2004; Ulbrich et al., 2009). In einer neueren Arbeit
jedoch zeigt diese Arbeitsgruppe auch, dass zumindest Rea1 an mehreren Schritten der
Ribosomenbiogenese beteiligt ist und auch fur den Export des frihen pra-60S-Partikels
aus dem Nukleolus ins Nukleoplasma mitverantwortlich ist (Bassler et al., 2010).

Daten der vorliegenden Arbeit belegen, dass in humanen Zellen PELP1, TEX10 und
WDR18 sowie MDN1, das humane Homolog von Rea1, an den nukleolaren Schritten der
pra-60S-Reifung beteiligt sind. Die Depletion jeder einzelnen Komponente dieses
Proteinkomplexes beeintrachtigt die Prozessierung der 32S rRNA und verhindert gleich-
zeitig den nukleolaren Export der pra-60S-Partikel. Neben MDN1 ist PELP1 mit dem erst

kurzlich charakterisierten 32S-rRNA-Prozessierungsfaktor LAS1L assoziiert, was ein
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weiteres Anzeichen fur eine Beteiligung des Proteinkomplexes aus PELP1, TEX10 und
WDR18 an den nukleolaren Reifungsschritten der 28S rRNA ist (Castle et al., 2010). In
Ubereinstimmung hiermit wurde zumindest eine Fraktion jeder Komponente im Nukleolus
gefunden, was wiederum von systemweiten massenspektrometrischen Analysen des
Nukleolusproteoms untermauert wird (Andersen et al., 2005; Ahmad et al., 2009; Boisvert
et al., 2010) (siehe auch: http://lamondlab.com/NOPdb). Die detaillierte Untersuchung
mittels Immunfluoreszenz zeigt eine Lokalisierung von PELP1 in der GC-Region des
Nukleolus, was ebenfalls im Einklang mit einer Funktion bei der 32S-rRNA-Prozessierung
ist.

Einen weiteren Hinweis fur eine direkte Beteiligung von PELP1, TEX10 und WDR18
an der 28S-Reifung liefern die RNA-Immunprazipitationsexperimente, die eine Bindung
von PELP1 an ITS2-enthaltende 28S-rRNA-Vorlaufer zeigen. Die Bindung des Protein-
komplexes an rRNA konnte mdglicherweise von PELP1 selbst Uber dessen Zinkfinger-
domane vermittelt werden (Vadlamudi und Kumar, 2007), die daftr bekannt ist, mit DNA,
aber auch mit RNA zu interagieren. Interessanterweise besitzt auch TEX10 eine putative
RNA-Bindedomane. In diesem Fall handelt es sich dabei um ein sogenanntes HEAT
repeat, das auch fur einige andere rRNA-Prozessierungsfaktoren charakteristisch ist (Dez
et al., 2007). RNA-Immunprazipitationsexperimente mit PELP1- und TEX10-Varianten, in
denen diese Domanen mutiert sind oder fehlen, konnten Aufschluss Uber eine Beteiligung
dieser Regionen an der rRNA-Bindung des Proteinkomplexes geben.

Die Anreicherung von praribosomalen Partikeln mittels Sucrose-Gradienten-Zentri-
fugation zeigt darUber hinaus, dass PELP1 sowie TEX10 und WDR18 mit pra-60S-
Partikeln kosedimentieren, in denen sich auch Komponenten des PeBoW-Komplexes
finden. SENP3 ist ebenfalls mit diesen 60S-Vorlauferkomplexen assoziiert, zeigt aber
auch eine Assoziation mit der kleinen ribosomalen Untereinheit (s. Abb. 24).

Zusammengenommen unterstreichen diese Ergebnisse die Rolle des PELP1-TEX10-
WDR18-Komplexes und von SENP3 bei der Biogenese der grof3en ribosomalen
Untereinheit. Die Anwesenheit von SENP3 in 40S-Vorlauferkomplexen spricht dartber-
hinaus fur eine mogliche Beteiligung von SENP3 an der Reifung der kleinen Untereinheit.
Passend dazu fanden Panse und Kollegen heraus, dass in der Backerhefe sowohl 40S-
als auch 60S-praribosomale Partikel mit SUMO modifiziert werden (Panse et al., 20006).
Somit kdnnte SENP3 auch in hoheren Eukaryoten fur die Desumoylierung beider Partikel
zustandig sein.

Eine Uber die 60S-Biogenese hinausgehende Rolle von SENP3 konnte auch den

spezifischen Phanotyp der SENP3-depletierten Zellen erklaren, der sich vom Phanotyp
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unterscheidet, der nach Depletion von PELP1, TEX10, WDR18 oder MDN1 beobachtet
wird (s. Abb. 25). Nach langerfristiger Depletion von SENP3 sind die Nukleoli in den

SENP3-depletierten Zellen nicht nur groRer als unter Kontrollbedingungen, sondern

zeigen auch nicht mehr die typische abgerundete Form. Stattdessen scheint ihre Struktur
beschadigt. Dieser verstarkte Effekt auf die Morphologie der Nukleoli nach einer Depletion
von SENP3 kénnte moglicherweise durch seine Rolle bei der Reifung beider ribosomaler
Untereinheiten erklart werden.

Zusammengefasst deuten diese Daten auf eine evolutionar konservierte Funktion des
Proteinkomplexes aus PELP1, TEX10 und WDR18 aus hoheren Eukaryoten und des
Rix1/Ipi-Komplexes aus der Backerhefe bei der Prozessierung der ITS2-Sequenz und der
Reifung der grol3en ribosomalen Untereinheit hin. Allerdings scheint der Proteinkomplex
aus Saugern hauptsachlich an den nukleolaren Schritten der Prozessierung beteiligt zu
sein. Wie genau der Komplex aus PELP1, TEX10 und WDR18 die 32S-rRNA-Prozes-
sierung vermittelt, ist unklar. Da keine der Komplexkomponenten eine Nukleasedomane
aufweist, ist es eher unwahrscheinlich, dass dem Proteinkomplex eine direkte Funktion bei
der Spaltung der rRNA zukommt. Eher durften die Komplexkomponenten als Gerust-
proteine fungieren, die die Bindung einer (noch nicht identifizierten) Endonuklease an die

Nukleinsaure ermoglichen.

4.2 SENP3 kontrolliert die subzellulare Verteilung des PELP1-TEX10-
WDR18-Komplexes

Fir PELP1 konnte in in vitro- und in vivo-Experimenten gezeigt werden, dass es mit
SUMO modifiziert wird, und dass die SUMO-Isopeptidase SENP3 die Desumoylierung
katalysiert. Interessant ist vor allem die Beobachtung, dass eine verstarkte Sumoylierung
durch Expression von exogenem SUMO oder durch Depletion von SENP3 den
Ausschluss von PELP1 und von PELP1-assoziierten Proteinen aus dem Nukleolus mit
gleichzeitiger Verlagerung ins Nukleoplasma zur Folge hat.

Umgekehrt fuhrt eine Abnahme des zellularen SUMO-Niveaus zur Anreicherung von
PELP1 im Nukleolus. Dies konnte allerdings nur fur eine Depletion von SUMO2 und -3
und nicht fur SUMO1 gezeigt werden (siehe Abb. 32). Diese Beobachtung ist im Einklang
mit den Ergebnissen aus den in vivo-Sumoylierungsexperimenten (siehe Abb. 27C), denn
auch hier scheinen SUMO2 und -3 die SUMO-Varianten zu sein, die fur die Modifikation
von PELP1 wichtig sind.

Diese Daten deuten also insgesamt darauf hin, dass das Gleichgewicht zwischen
SUMO-Modifikation und -Demodifikation die raumliche Verteilung des PELP1-TEX10-
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WDR18-Komplexes und dessen assoziierter Faktoren MDN1 und LAS1L reguliert. Da eine
lineare Fusion zwischen PELP1 und SUMO2 alleine ebenfalls zu einer Lokalisierungs-
verschiebung von PELP1 und seinen Bindungspartnern vom Nukleolus ins Nukleoplasma
fuhrt, kann die Kompartimentierung direkt Uber den Sumoylierungsstatus von PELP1
kontrolliert werden.

Allerdings zeigt auch eine PELP1-Mutante, bei der die Hauptsumoylierungsstelle
ausgetauscht wurde (PELP1%%°R) nach einer Depletion von SENP3 eine extranukleolare
Verteilung. Diese Beobachtung fuhrte zu der Hypothese, dass SENP3 die nukleolare
Verteilung des Proteinkomplexes nicht ausschlieRlich durch Desumoylierung von PELP1
steuert, sondern dass zusatzlich andere SENP3-sensitive SUMO-Substrate im beschrie-
benen Komplex zu finden sind. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese konnte neben
PELP1 auch LAS1L als weiteres SENP3-sensitives SUMO-Substrat identifiziert werden.
Ein moglicher experimenteller Ansatz, der diese Hypothese weiter untermauern konnte,

1K826R in  Abwesenheit von

ware z. B. die Untersuchung der Lokalisierung von PELP
SENP3 und bei gleichzeitiger Depletion von LAS1L. Aul3erdem konnte das Lokalisierungs-
verhalten von PELP1 und anderen Komponenten des Proteinkomplexes im Kontext eines
LAS1L-SUMO-Fusionsproteins analysiert werden.

Um direkt die Auswirkung des SUMO-vermittelten nukleolaren Ausschlusses auf die
60S-Reifung zu untersuchen, kdnnte man in RpL27-exprimierenden Zellen testen, ob ein
PELP1-SUMO2-Fusionsprotein in der Lage ist, den durch Depletion von endogenem

PELP1 verursachten 60S-Reifungsdefekt zu komplementieren.

4.3 PELP1 als wichtiges Zielprotein von ARF

Interessanterweise konnte in dieser Arbeit eine Verstarkung der Sumoylierung von PELP1
durch Expression des Tumorsuppressors p14”“RF beobachtet werden. p14*~F [okalisiert im
Nukleolus und ist ein wichtiger negativer Regulator des Zellzyklus (Sherr, 2006). p14°RF
wird durch onkogene Stimuli oder im Verlauf der replikativen Seneszenz transkriptionell
aktiviert und verhindert als Bestandteil eines zellularen Sicherheitssystems die

unkontrollierte Zellproliferation. p14~RF

unterbindet das Voranschreiten des Zellzyklus Uber
zwei unterschiedliche Wege. Zum einen vermittelt es die Stabilisierung von p53, indem es
die Ubiquitin-Ligase MDM2 inhibiert, so dass p53 nicht mehr abgebaut werden kann. Dies
hat einen Zellzyklusarrest oder die Apoptose der Zelle zur Folge. Zum anderen besitzt
p14""F aber auch eine weniger gut verstandene p53-unabhingige antiproliferative
Funktion. Teil dieser Funktion ist offensichtlich die Hemmung der Ribosomenbiogenese,

insbesondere durch die Inhibierung der Reifung der 28S rRNA (Sugimoto et al., 2003;
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Apicelli et al., 2008). Neuere Daten deuten darauf hin, dass p14”*F

SENP3 fungiert und so die SUMO-Modifikation nukleolarer Proteine stimuliert (Haindl et
al., 2008). Erreicht wird dies durch die ARF-vermittelte Proteasom-abhangige Destabili-
sierung von SENP3 (Kuo et al., 2008).

Die Daten der vorliegenden Arbeit erharten die These, dass ein Anstieg der ARF-

als Gegenspieler von

Spiegel die Funktion von SENP3 antagonisiert und lassen darauf schlie®en, dass PELP1
ein funktionell wichtiges Zielprotein im ARF/SENP3-Kreislauf ist. Eine attraktive Hypothese
ist deshalb, dass die SUMO-regulierte nukleolare Delokalisierung von PELP1, TEX10 und
WDR18 an den inhibitorischen Effekten von p14*RF auf die Ribosomenbiogenese beteiligt
ist (Abb. 36). Zukunftige Experimente in Primarzellen, beispielsweise in embryonalen
Mausefibroblasten, konnten diese Hypothese bestatigen. In diesen Zellen erfolgt im
Verlauf der replikativen Seneszenz eine Induktion von ARF. Somit kann unter physiolo-
gischeren Bedingungen der ARF-Induktion der Sumoyflierungsstatus von PELP1 und
dessen subnukledre Lokalisierung analysiert werden. Neben onkogenem Stress kann
auch Hitzestress zu einer Steigerung des Sumoylierungsniveaus einer Zelle fuhren (Saitoh
und Hinchey, 2000). In einem systemweiten Ansatz konnte PELP1 als eines der Proteine
identifiziert werden, deren Sumoylierung nach Hitzeschock erhoht ist (Golebiowski et al.,
2009). Interessanterweise ist bereits seit 1996 bekannt, dass sich eine erhohte
Temperatur negativ auf die Prozessierung der rRNA auswirkt (Ghoshal und Jacob, 1996).
Vor diesem Hintergrund ware es in Zukunft auch interessant, die Lokalisierung des in

dieser Arbeit identifizierten Proteinkomplexes unter Hitzestress zu beobachten.

4.4 Das SUMO-System als moglicher Kontrollmechanismus fur die
Umgestaltung praribosomaler Partikel

Die SUMO-abhangige Verteilung von PELP1 und dessen Bindungspartnern innerhalb des
Zellkerns stellt moglicherweise einen wichtigen Mechanismus dar, um die Rate der
Ribosomensynthese und den physiologischen Status einer Zelle aufeinander abzu-
stimmen. Eine verstarkte Sumoylierung verschiebt die Aktivitat der untersuchten Proteine
vom Nukleolus ins Nukleoplasma, was eine Beeintrachtigung der Reifung der 60S
ribosomalen Untereinheit und eine dadurch eingeschrankte Ribosomenbiogenese nach
sich ziehen konnte. Ein denkbares Modell ware, dass Sumoylierung die Dissoziation des
Komplexes aus PELP1, TEX10 und WDR18 von den pra-60S-Partikeln verursacht. Als
Folge der Depletion von SENP3 konnte es somit zu einer verfrihten Ablosung des
Komplexes von den Partikeln kommen, oder es kdnnte die Bindung des Komplexes an

diese Strukturen sogar vollig verhindert werden. Das kontrollierte Gleichgewicht zwischen
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Sumoylierung und Desumoylierung wurde daher eine korrekte zeitliche und raumliche
Koordinierung der Bindung von PELP1 und seinen Interaktoren an die pra-60S-Unter-
einheit gewahrleisten und somit einen Mechanismus zur Kontrolle der Umgestaltung

praribosomaler Partikel liefern.

4.5 Mogliche Mechanismen SUMO-regulierter Dynamik nukleolarer
Proteine

Zukunftige Arbeiten mussen die Mechanismen der SUMO-regulierten Dynamik prariboso-
maler Komplexe klaren. Um die Konsequenzen der Sumoylierung auf die Zusammen-
setzung des PELP1-TEX10-WDR18-Komplexes detaillierter zu untersuchen, wurde
PELP1 aus SENP3-siRNA- oder Kontroll-siRNA-behandelten Zellen immunprazipitiert
(Finkbeiner & Muller, unpublizierte Daten). Eine massenspektrometrische Analyse sollte
dann Auskunft Uber qualitative und quantitative Unterschiede der PELP1-Interaktoren
geben. Es konnte gezeigt werden, dass weder die Bindung von WDR18 noch von LAS1L
an PELP1 durch die Abwesenheit von SENP3 und ein dadurch erhohtes SUMO-Niveau
beeintrachtigt war. Dies deutet darauf hin, dass eine verstarkte Sumoylierung nicht zu
einer Auflosung des Proteinkomplexes fuhrt. Es ist daher eher denkbar, dass die SUMO-
Modifikation des intakten Komplexes eine Bindung an ein nukleoplasmatisches Protein
begunstigt, oder aber die Interaktion mit einem nukleolaren Protein oder mit ribosomaler
RNA verhindert. In diesem Zusammenhang konnten zum einen in weiteren massen-
spektrometrischen Ansatzen differentielle nukleolare bzw. nukleoplasmatische Bindungs-
partner von PELP1-Wildtyp verglichen mit einem PELP1-SUMO-Fusionsprotein analysiert
werden. Aullerdem konnte man die Zusammensetzung praribosomaler Partikel mittels
Sucrose-Gradienten nach SENP3-Depletion untersuchen und mit einem Kontrollansatz
vergleichen. Um hier einen direkten Einfluss der Sumoylierung von PELP1 zu ermitteln,
konnte auch fur diesen Ansatz das PELP1-SUMO-Fusionsprotein eingesetzt werden. Flr
die Analyse moglicher Veranderungen bezuglich der RNA-Bindung des Komplexes nach
gesteigerter Sumoylierung konnten RNA-Immunprazipitationsexperimente mit z. B. PELP1
und einer Region aus der 32S rRNA in An- und Abwesenheit von SENP3 durchgefuhrt
werden und die Ergebnisse vergleichend analysiert werden.

Ein weiteres mogliches Szenario bezuglich der Konsequenz der SUMO-Modifikation
von PELP1 ware folgendes: Die Sumoylierung von PELP1 konnte durch eine intra-
molekulare Interaktion mit einem seiner SIMs zu Konformationsanderungen fuhren,
ahnlich dem fur das Enzym TDG beschriebenen Mechanismus (siehe 2.4.2.3). Diese

Konformationsanderungen konnten dann fur die Loslésung von PELP1 von einem nukleo-
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laren Interaktionspartner oder von ribosomaler RNA verantwortlich sein und damit zu
seiner Lokalisierungsanderung fuhren. Die Beobachtung, dass sowohl die SUMO-
Konjugation als auch die nicht-kovalente SIM-vermittelte SUMO-Bindung von PELP1
bevorzugt Uber SUMOZ2 ablaufen, unterstitzt diese Hypothese der intramolekularen
Interaktion. Ein SUMO2-spezifisches SIM wurde bereits in anderen Proteinen identifiziert,
der genaue Mechanismus der Paralog-Spezifitat ist jedoch bislang nicht geklart
(Meulmeester et al., 2008; Ouyang et al., 2009). Im Fall von USP25 wurde gezeigt, dass
die Integritat seines SIMs dabei eine Voraussetzung fur die SUMO-Konjugation ist; fur
PELP1 scheint dies jedoch nicht der Fall zu sein (Finkbeiner & Muller, unpublizierte
Daten).

Das Konzept des SUMO-vermittelten Ausschlusses aus dem Nukleolus ist bereits aus
friheren Veroffentlichungen bekannt, in denen Topoisomerase | aus Saugern bzw. Rad52
aus der Backerhefe als Antwort auf DNA-Schaden SUMO-abhangig den Nukleolus
verlassen (Mo et al., 2002; Torres-Rosell et al., 2007). Die Daten der vorliegenden Arbeit
erweitern also das Konzept eines SUMO-vermittelten nukleolaren Ausschlusses als

generellen Mechanismus der Regulation nukleolarer Dynamik.
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Abb. 36 Modell der SUMO-kontrollierten subnukleéren Verteilung des PELP1-TEX10-WDR18-Komplexes

(A) Unter physiologischen Bedingungen herrscht ein Gleichgewicht zwischen der SUMO-Modifikation und -Demodi-
fikation von PELP1 und LAS1L, sowie zwischen der nukleolaren und nukleoplasmatischen Verteilung des gesamten
Proteinkomplexes aus PELP1, TEX10, WDR18, MDN1 und LAS1L. (B) Wird das Gleichgewicht zwischen Sumoylierung
und Desumoylierung in Richtung Sumoylierung verschoben, z. B. durch onkogenen Stress oder Hitzeschock, verlagert
sich die intranukleare Lokalisierung des Komplexes ins Nukleoplasma. Dies hat zur Folge, dass die beteiligten Proteine
ihre Funktion wahrend der nukleolaren Schritte der Ribosomenbiogenese nicht mehr oder nur noch ungeniigend erfiillen
kénnen, was zu Defekten wahrend der rRNA-Prozessierung und des nukleolaren Exports der pra-60S-Partikel fuhrt.

4.6 Die Bedeutung von PELP1 fir Tumorentstehung und
Ribosomenbiogenese

Wahrend p14°7F als negativer Regulator der Ribosomenbiogenese beschrieben ist, treibt
das Protoonkogen c-myc diesen Prozess voran, indem es die Genexpression nukleolarer
Proteine, die an der rRNA-Transkription oder deren Prozessierung beteiligt sind, induziert
(van Riggelen et al., 2010). Dies stellt sicher, dass wahrend Zellwachstum und -Proli-
feration Ribosomen vermehrt hergestellt werden, tragt aber mdglicherweise auch direkt
zur malignen Transformation bei der Tumorentstehung bei. Interessanterweise wurden
PELP1 und WDR18 als Zielgene von c-myc identifiziert, was darauf hindeutet, dass der
Komplex aus PELP1, TEX10 und WDR18 auch von c-myc kontrolliert wird (Schlosser et
al., 2003; Zeller et al., 2006). Bisherige Veroffentlichungen zeigen auf’erdem, dass die
Expression von PELP1 in einer Vielzahl menschlicher Tumoren, wie z. B. in Brust-,

Prostata- und Eierstockkrebs, fehlreguliert ist und deuten an, dass PELP1 selbst als
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Protoonkogen wirken kdnnte (Rajhans et al., 2007; Vadlamudi und Kumar, 2007; Dimple
et al., 2008). In diesen Arbeiten werden die wachstumsfordernden Effekte von PELP1
allerdings vorwiegend mit dessen Rolle als transkriptionellem Koaktivator des Ostrogen-
rezeptors in Verbindung gebracht (Vadlamudi und Kumar, 2007).

Basierend auf den Resultaten der vorliegenden Arbeit lasst sich nun spekulieren, dass
die pathologische Rolle von PELP1 wahrend der Tumorentstehung in Zusammenhang mit
der Fehlregulation der Ribosomensynthese, einem Charakteristikum vieler Tumorarten,
steht (Ruggero und Pandolfi, 2003). Zuklnftige Arbeiten sollten diesen wichtigen biomedi-

zinischen Aspekt weiterverfolgen.
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5 Material und Methoden

5.1 Chemikalien

Sofern nicht anders vermerkt, wurden analysenreine Chemikalien der Firmen Fluka
(Seelze), Invitrogen/Gibco (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma
(Deisenhofen) verwendet. Molekularbiologische Reagenzien wurden von den Firmen
Roche (Mannheim), Bioneers (Daejeon, Sudkorea), Qiagen (Hilden) und NEB (lpswhich,
USA) bezogen. DNA- und RNA-Oligonukleotide wurden individuell von MWG Eurofins
(Martinsried) angefertigt. Radiochemikalien stammten von GE-Healthcare (Little Chalfont,
UK), PerkinElmer (Rodgau) und Hartmann-Analytik (Braunschweig).

Fur alle nachfolgend beschriebenen Methoden wurden entionisiertes, steriles Wasser
sowie sterile Losungen und Gefalde verwendet. Grundlage fur die Ausfuhrung der
Methoden waren im Wesentlichen Standardprotokolle (Ausubel, 1987; Sambrook et al.,
1989).

5.2 Mikrobiologische Methoden

5.2.1 Verwendete E. coli-Stamme

Stammname / Bezugsquelle Genotyp

XL10-Gold / Stratagene Tet" A(mcrA) 183 A(mcrCB-hsdSMR-
mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1
gyrA96 relA1 Hte [F" proAB
lacl"ZAM15 Tn10 (Tet") Amy Cam']

BL21pLys / Stratagene E. coliB F  ompT hsdS(rg" mg") dcm
EndA Hte [argU ileY leuW Cam']

SURE / Agilent e14 (McrA") A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171
endA1 gyrA96 thi-1 supE44 relA1 lac
recB recd sbcC umuC::Tn5 (Kan") uvrC
[F" proAB lacl®ZAM15 Tn10 (Tet)]

5.2.2 Verwendeter E. coli-Vektor

Name Bezugsquelle

pGEX4T1 GE-Healthcare
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5.2.3 Kultivierung und Lagerung von E. coli

Flassigkulturen von E. coli wurden in LB-Medium (1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1%
NaCl, autoklaviert) bei 37°C geschuttelt (140rpm). Agarplatten (LB-Medium, 0,5% Agar)
wurden bei 37°C inkubiert. Zur Selektion transformierter Bakterien wurden dem Medium
Antibiotika in einer Konzentration von 50ug/ml (Ampicillin), 30pg/ml (Kanamycin) bzw.
34ug/ml (Chloramphenicol) zugefugt. Die Dichtemessung von E.coli-Kulturen erfolgte
photometrisch bei einer Wellenlange von 600nm (ODggo).

Sowohl E.coli-Flussigkulturen als auch Ausstriche von E.coli auf Agarplatten wurden
kurzfristig bei 4°C aufbewahrt. Fur eine langfristige Lagerung wurden stationare Flussig-

kulturen mit Glycerin (17% Endkonzentration) versetzt und bei -80°C eingefroren.

5.2.4 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Fir die Transformation und Vermehrung von Plasmid-DNA in E. coli wurden chemisch
kompetente XL10-Gold-Zellen verwendet (Sambrook und Russel, 2001). Hierfur wurde mit
einer frisch ausgestrichenen Einzelkolonie eine Ubernachtkultur in 25ml LB-Medium (mit
MgClz, Endkonzentration 10mM) angesetzt. Mit 2,5ml dieser Kultur wurden 250ml LB-
Medium angeimpft und bei 18°C bis zu einer ODgoo von 0,55 inkubiert. Nach Abkuhlen der
Kultur in Eiswasser fur 10min wurden die Zellen bei 2500g und 4°C 10min lang
sedimentiert. Alle weiteren Schritte erfolgten unter Verwendung von vorgekuhlten Materia-
lien und eiskalten sterilen Losungen. Nach vollstandiger Entfernung des Mediums wurden
die Zellen vorsichtig in 80ml /Inoue-Transformationspuffer (10mM PIPES [pH 6,7], 250mM
KCIl, 55mM MnCl; und 15mM CaCl;) resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die
sedimentierten Zellen wurden vorsichtig in 20ml Inoue-Transformationspuffer aufgenom-
men und nach Zugabe von 1,5mlI DMSO 10min auf Eis inkubiert. Aliquots zu 100pl dieser

Suspension wurden in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

5.2.5 Transformation von Bakterienzellen mit Plasmid-DNA

Nach Auftauen der Bakterienzellen auf Eis wurden ca. 100-500ng Plasmid-DNA bzw. 4l
eines Ligationsansatzes mit 50ul der kompetenten Zellen vermischt, und die Suspension
in einem 1,5ml-Reaktionsgefal® 10min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von
45sec bei 42°C und einer anschlielfenden Inkubation fur 5min auf Eis wurde 1ml LB-
Medium zugegeben und der Ansatz wurde fur 1h bei 37°C geschuttelt. Transformierte
Zellen wurden anschlieend auf Selektionsplatten ausgestrichen und bei 37°C Uber Nacht
inkubiert.
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5.2.6 Rekombinante Proteinexpression

Fur die Expression rekombinanter Proteine wurden kompetente BL21-Zellen mit GST-
SUMO1- und -SUMOZ2-Plasmiden transformiert. Nach Animpfung einer Einzelkolonie
folgte eine Kultivierung der Bakterienkultur fur 12h bei 37°C in LB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum. Diese Vorkultur wurde dann 1:100 verdunnt und bis zu einer
ODeoo von 0,7 weiterkultiviert. Dann erfolgte die Induktion der Expression durch Zugabe
von IPTG (Endkonzentration 0,5M). Nach weiterem dreistindigem Wachstum wurden die
Zellen durch Zentrifugation geerntet und in Lysepuffer (1%Triton, TmM DTT, 100pM PMSF
in PBS) resuspendiert. Anschlielend erfolgte die Lyse der Zellen mit Hilfe eines
Homogenisators (Emulsi-Flex C5, Avestin). Danach wurde das Lysat fur 3h mit Glutathion-
Sepharose 4B (Amersham) inkubiert, die Matrix dreimal fur 10min mit Lysepuffer

gewaschen und bei -20°C verwahrt.

5.3 Zellbiologische Methoden

5.3.1 Zelllinien

Name Zelltyp Bezugsquelle

HelLa humanes Zervix- ATCC (#CCL-2)

Adenokarzinom

U20S humanes Osteosarkom ATCC (#HTB-96)
OCI-AML3 humane akut myeloische | DSMZ (#ACC 582)
Leukamie

5.3.2 Expressionsvektoren fiir Saugerzellen

Name Bezugsquelle

pCl Promega

pRTS-1 Bornkamm et al., 2005
pcDNA3.1 (+) Invitrogen

pSG5 Stratagene
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5.3.3 Kultivierung von Saugerzellen

HelLa- und U20S-Zelllinien wurden in Zellkulturschalen (PAA) bei 37°C, 7,5% CO2 und
96% Luftfeuchtigkeit in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco-BRL) kultiviert.
Das Nahrmedium wurde mit 10% hitzeinaktiviertem FCS (Biochrom), 100U/ml Penicillin
und 100U/ml Streptomycin (PAA) erganzt. Fur die Kultivierung der OCI-AML3-Zellen
wurde RPMI-1640-Medium (Roswell Park Memorial Institute, Gibco-BRL), versetzt mit

20% hitzeinaktiviertem FCS, verwendet. Um Zellen von der Oberflache der Zellkultur-
schale abzulésen, wurde das Medium abgenommen, und die Zellen wurden einmal mit
steriiem PBS (137mM NaCl, 2,7mM KCI, 8mM Nay;HPO4, 1,4mM KH,;PO4, [pH 7.4],
sterilisiert durch Autoklavieren) gewaschen. AnschlieRend wurden 2,5ml Trypsin/EDTA-
Losung (PAA) pro 15cm-Kulturschale zugegeben, und die Zellen wurden damit fur ca.
5min bei 37°C inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden in 10ml Medium aufgenommen und
fur 3min bei 400g bei RT abzentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstands wurden die
Zellen in frischem DMEM resuspendiert und je nach Bedarf zur weiteren Kultivierung 1:5
bis 1:10 verdinnt oder fur Experimente in Kulturschalen ausgesat. Die Ermittlung der
Zellzahl der Zellsuspension erfolgte hierfiir mittels eines Z2™
Coulter).

Coulter Counter (Beckman-

5.3.4 Lagerung von Saugerzellen

Zur Langzeitlagerung wurden Saugerzellen in flissigem Stickstoff eingefroren. Dazu
wurden exponentiell wachsende Zellen bei ca. 80% Konfluenz wie in 5.3.3 beschrieben
geerntet, in FCS mit 10% DMSO resuspendiert und die Zellsuspension in Einfrierrdhrchen
(Nalgene) aliquotiert. Die Zellen wurden sofort in einem mit Isopropanol geflllten Einfrier-
gefall (Nalgene) bei -80°C eingefroren. Nach ein bis zwei Tagen konnten die Zellen dann

in flussigen Stickstoff Uberfuhrt und bei -180°C gelagert werden.

5.3.5 Transfektion von Saugerzellen mit Plasmid-DNA

HelLa- und U20S-Zellen wurden mit dem Transfektionsreagenz FUGENE-HD (Roche)
transfiziert. Hierfiir wurden am Tag vor der Transfektion 2x10° Zellen pro Vertiefung einer
6-Loch-Platte bzw. 1,5x10° Zellen pro 10cm-Schale und 2,5x10° Zellen pro 15cm-Schale
ausgesat. Fur die Transfektion von Zellen in einer 6-Loch-Platte wurden 2ug DNA in 100l
Opti-MEM (Gibco-BRL) verdiunnt und mit Syl FUGENE-HD versetzt. Nach einer Inkubation
von 15min wurde die Transfektionslosung tropfenweise zu den ausgesaten Zellen

gegeben und diese dann zur Expression der cDNA fur weitere 48h inkubiert. Flr die
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Transfektion von Zellen in einer 10cm- bzw. 15cm-Schale wurde das Transfektions-

gemisch um das funf- bzw. zehnfache erhoht.

5.3.6 Expression von Genen mit Hilfe des pRTS1-Systems

Das pRTS1-System ist ein konditionales Expressionssystem, mit Hilfe dessen die
Transkription eines Gens in Anwesenheit von Doxycyclin induziert werden kann
(Bornkamm et al., 2005). Der pRTS1-Vektor leitet sich vom EBV ab und repliziert daher
episomal. Er enthalt eine bicistronische Expressionskassette, die fur ein Doxycyclin-
sensitives rtet-Transaktivator- und ein tet-Repressorprotein kodiert. Das zu exprimierende
Gen wird von einem bidirektionalen Promotor kontrolliert, der die simultane Expression
zweier Gene erlaubt. In Abwesenheit von Doxycyclin bindet der Repressor an den
Promotor, wodurch eine strenge Expressionsregulation gewahrleistet wird. Zugabe von
Doxycyclin fuhrt zur Aufhebung der Repressorbindung und aktiviert den Promotor durch
die Bindung des Transaktivatorproteins.

Die Transfektion von pRTS1-Plasmiden in U20S- und HelLa-Zellen erfolgte wie in
5.3.5 beschrieben. 24h nach Transfektion wurden pRTS1-positive Zellen durch Zugabe
von 400ug/ml Hygromycin selektiert. Die Induktion der Genexpression wurde mit 1ug/mi

Doxycyclin erreicht.

5.3.7 Transfektion von Saugerzellen mit siRNA-Oligonukleotiden

Fir RNA-Interferenz-Experimente wurde zum einen das Transfektionsreagenz Oligo-
fectamin (Invitrogen) verwendet. Am Tag vor der Transfektion wurden 1x10° Zellen pro
Vertiefung einer 6-Loch-Platte bzw. 9x10° Zellen pro 10cm-Schale und 1,5x10° Zellen pro
15cm-Schale ausgesat. Fur die Transfektion von Zellen in einer 6-Loch-Platte wurden
1,2ul einer 100uM siRNA-Oligonukleotid-Losung in 200ul Opti-MEM verdunnt und mit 4l
Oligofectamin versetzt. Nach einer Inkubation von 15min wurde der Transfektionsansatz
tropfenweise zu den ausgesaten Zellen gegeben und diese bis zum maximalen Abbau der
entsprechenden mRNA 72-96h inkubiert. Fur die Transfektion von Zellen in einer 10cm-
bzw. 15cm-Schale wurde das Transfektionsgemisch um das funffache bzw. zehnfache
erhoht.

Alternativ zur Transfektion von siRNA-Oligonukleotiden mit Oligofectamin fand die
Transfektion mittels Nukleoporation (Amaxa-Kit R) gemal Herstellerprotokoll Verwendung

(Lonza).
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Folgende siRNA-Oligonukleotide wurden in dieser Arbeit verwendet:

Name Sequenz 19mer (5’ > 3’)

siKontrolle | cguacgcggaauacuucga

siPELP1 ggaaugaaggcuuguauga

sSiTEX10 agaugcuaauguacgauua

siWwDR18 aucgggaccuguucgacuu

siMDN1 ggaaugccgaagccauuaa

SiSENP3 cuggcccugucucagccau

siSUMO2/3 | gucaaugaggcagaucaga

5.3.8 Immunfluoreszenzmikroskopie

Fur die Immunfluoreszenzmikroskopie wurden HelLa-Zellen in 6-Loch-Platten auf sterilen
Deckglaschen ausgesat und wie im jeweiligen Experiment angegeben transfiziert. Nach
48-96h wurde das Medium abgesaugt und die Zellen wurden mit PBS gewaschen.
AnschlielRend erfolgte die Fixierung der Zellen mit 3,7% Paraformaldehyd in PBS fur 5min
bei RT. Nach dreimaligem Waschen in PBS-T (0,05% Tween-20 in PBS) wurden die
Zellen durch Zugabe von 0,5% Triton-X100 in PBS fur 10min bei RT permeabilisiert. Vor
Zugabe der primaren Antikorper wurden die Zellen wieder dreimal mit PBS-T gewaschen.
Monoklonale Antikorper wurden wie unten aufgefuhrt mit PBS verdunnt, und die Losung
wurde fur 1h bei RT auf die Zellen gegeben. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit
PBS-T folgte die Inkubation der Zellen mit den sekundaren Antikorpern. Sekundare
Antikorper wurden ebenfalls mit PBS verdunnt, und die Zellen wurden darin fur 1h bei RT
im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Farbung der Zellkerne durch eine
zweiminutige Zugabe von 50upg/ml 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, Merck) in PBS.
SchlieBlich wurden die Zellen funfmal mit PBS-T gewaschen, bevor die Deckglaschen
kopfuber auf Objekttrager mit mounting medium (0,5% para-Phenyldiamin in 20mM
Tris/HCI [pH 9,0], 90% Glycerin) gelegt und mit Nagellack versiegelt wurden. Die
Praparate konnten nun mit Hilfe eines AX10-Mikroskops (Zeiss), das mit einer CCD-
Kamera ausgestattet war, Uber die Bildgebungssoftware Axiovision Rel. 4.8 visualisiert

werden.
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Folgende primare Antikdrper wurden in dieser Arbeit fur Immunfluoreszenz-Experi-

mente verwendet:

Name (Kat.-Nr.) Typ Verdiinnung | Bezugsquelle
anti-HA (16B12) monoklonal (Maus) 1:500 Covance
anti-Flag (M2) monoklonal (Maus) 1:500 Sigma-Aldrich
anti-Flag (F7425) polyklonal (Kaninchen) | 1:250 Sigma-Aldrich
anti-SENP3 (G3) monoklonal (Maus) 1:10 Santa Cruz
anti-PELP1 (A300-180A) | polyklonal (Kaninchen) | 1:250 Bethyl
anti-TEX10 (Peptid polyklonal (Kaninchen) | 1:100 Eurogentech SA
QLKEDGTLPTNNRKL)
anti-MDN1 (HPA029666) | polyklonal (Kaninchen) | 1:100 Sigma-Aldrich
anti-LAS1L (AV34629) polyklonal (Kaninchen) | 1:100 Sigma-Aldrich
anti-UBF1 (F9) monoklonal (Maus) 1:250 Santa Cruz
anti-NPM1/B23 (NA24) monoklonal (Maus) 1:500 Santa Cruz
anti-PES1 monoklonal (Ratte) 1:10 D. Eick, Helmholtz-
Zentrum, Minchen
anti-WDR50 monoklonal (Ratte) 1:10 D. Eick, Helmholtz-

Zentrum, Miinchen

Folgende sekundare Antikorper wurden in dieser Arbeit fur Immunfluoreszenz-Experi-

mente verwendet:

Name (Kat.-Nr.) Typ Verdiinnung | Bezugsquelle
Alexa Fluor 555 (A-21428) | Ziege anti-Kaninchen | 1:250 Invitrogen
Alexa Fluor 488 (A-11008) | Ziege anti-Kaninchen | 1:250 Invitrogen
Alexa Fluor 488 (A-11006) | Ziege anti-Ratte 1:250 Invitrogen

Cy3 (115-166-003) Ziege anti-Maus 1:500 Jackson

FITC (715-096-151) Esel anti-Maus 1:500 Jackson
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5.3.9 In vivo-Markierung ribosomaler RNA

FUr die metabolische Markierung ribosomaler RNA wurden HelLa-Zellen in phosphatfreiem
DMEM (GIBCO-BRL) mit 10% dialysiertem FCS (SIGMA) 30min vorinkubiert. Danach
wurde das Medium mit phosphatfreiem DMEM/10% FCS ersetzt, das mit 15 pCi/ml 3°P-
Orthophosphat (Hartmann Analytik) supplementiert war. Nach 1h wurde dieses Medium
abgenommen, die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und fur weitere 3h in
Vollmedium inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert
(siehe 5.4.11), auf einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt (siehe 5.4.12), und *?P-

markierte Banden wurden mit Hilfe eines Phosphoimagers (BAS-2500, Fuji) quantifiziert.

5.3.10 Anreicherung praribosomaler Ribonukleoprotein-Komplexe

Zunachst wurden zwei Losungen aus RNAse-freier Sucrose hergestellt (5% bzw. 20%
Sucrose, 100mM KCL, 2mM EDTA, steril filtriert). Mit Hilfe eines Gradientenmischers und
einer peristaltischen Pumpe wurden nun beide LOsungen so gemischt, dass in
Polyallomer-Zentrifugenrohrchen (9/16x3 " in., 14x89mm, Beckman) ein Gradient mit
abnehmender Konzentration nach oben hin aufgebaut wurde. Die Réhrchen wurden bis zu
ihrer Verwendung max. 24h bei 4°C gelagert. Fir die Zentrifugation wurde wie in Pestov et
al. beschrieben vorgegangen (Pestov et al., 2008). Nach dem Ultrazentrifugationsschritt
wurden 600pl-Fraktionen von Hand gesammelt und deren Absorption bei einer
Wellenlange von 254nm photometrisch bestimmt (Nanodrop, peqlab). Nach TCA-Fallung
wurden die Protein-Pellets mit 25ul Harnstoff-Probenpuffer (62,5mM Tris/HCI [pH 6,8], 3M
Harnstoff, 2% SDS, 0,01% Bromphenolblau, 0,1M DTT) gelost. 7ul jeder Fraktion wurden
schlieBlich auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen (siehe 5.5.1).

5.4 Molekularbiologische Methoden
5.4.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur exponentiellen Vervielfaltigung von DNA-Sequenzen wurde die Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) verwendet. Die PCR-Bedingungen wurden je nach Anforderungen wie
Lange der zu vervielfaltigenden DNA-Sequenz oder Lange und GC-Gehalt der verwende-
ten Oligonukleotide (,Primer®) variiert. Die Reaktionen wurden stets in 50yl Gesamt-

volumen durchgefuhrt und setzten sich in der Regel wie folgt zusammen:
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Ml
5x Phusion PCR-Puffer (NEB) 10
dNTP-Mix, je 10mM (NEB) 1
5’-Primer, 10uM 2
3’-Primer, 10uM 2
Matrizen-DNA (100ng/ul) 1
Phusion DNA-Polymerase, 2U/ul (NEB) 1
ddH>0 33

Standardmalig wurde folgendes PCR-Programm verwendet (Tpersonal Thermocycler,

Biometra):
Temperatur (°C) | Dauer
1) Initiale Denaturierung | 94 2min
2) Denaturierung 94 30sec
3) Hybridisierung 55-60 45sec
4) Elongation 72 30sec/kb
DNA
5) terminale Elongation | 72 10min

Es wurden in der Regel 33 Zyklen der Schritte 2) bis 4) eingestellt.

Die Hybridisierungstemperatur wurde in der Regel so gewahlt, dass sie etwa 5°C unter
der Schmelztemperatur der eingesetzten Primer lag. Die Elongationszeit wurde der Lange
der zu vervielfaltigenden Matrizen-DNA angepasst.

Nach erfolgter PCR wurden die Reaktionsansatze auf 4°C heruntergekuhlt.
Anschlieend wurde das PCR-Produkt durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt,
ausgeschnitten und aufgereinigt (siehe 5.4.4 und 5.4.5). In Fallen, in denen die Auftren-
nung nicht notwendig war, wurde der PCR-Ansatz direkt mit Hilfe des QIAquick PCR-

Aufreinigungs-Kits (Qiagen) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.
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5.4.2 Restriktionsverdau von DNA

Die sequenzspezifische Spaltung von DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen wurde
nach den Empfehlungen des Herstellers (NEB) durchgefuhrt. Es wurden in der Regel 10U
Enzym pro 1ug DNA eingesetzt. Die Restriktionsansatze wurden mindestens 30min fur
analytische und etwa 3h fur praparative Zwecke bei der fur das jeweilige Enzym optimalen
Temperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch die Zugabe von DNA-

Probenpuffer (siehe 5.4.4) abgestoppt.

5.4.3 Dephosphorylierung von DNA

Um die Religation eines linearisierten Vektors wahrend einer Ligationsreaktion zu
vermeiden, wurden die 5-Phosphatgruppen der geschnittenen Vektor-DNA hydrolytisch
abgespalten. Dazu wurde nach erfolgtem Verdau von Vektoren ca. 5U CIP (calf intestinal
phosphatase, NEB) zum Restriktionsansatz gegeben und fur weitere 30min bei 37°C
inkubiert.

5.4.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Auftennung von DNA fur analytische und praparative Isolierungen erfolgte Uber
Gelelektrophorese, wobei je nach Grol3e der aufzutrennenden Fragmente 0,7- bis 2%ige
Agarosegele verwendet wurden. Die Agarose wurde in 1x TAE (40mM Tris/HCI, 0,1%
Essigsaure, TmM EDTA, pH 8,3) durch Aufkochen gelost, nach Abkuhlen mit 0,5ug/ml
Ethidiumbromid versetzt und in eine Flachgelkammer mit Kamm gegossen. Zu den DNA-
Proben wurde 1/6Vol 6x DNA-Probenpuffer (15% Glycerol, 0,25% OrangeG) gegeben,
bevor die Taschen des ausgeharteten Gels damit beladen wurden. Die DNA wurde
anschliellend bei einer Spannung von 70V mit 1x TAE als Laufpuffer aufgetrennt.
Schliellich konnte die DNA unter UV-Licht der Wellenlange 324nm auf einem UV-
llluminator (Genosmart, VWR) sichtbar gemacht, fotografiert und ausgeschnitten werden.
Durch das Auftragen eines GrolRenstandards (1kb-DNA-Leiter, Invitrogen) konnte die

Grole der DNA-Fragmente ermittelt werden.

5.4.5 Reinigung von DNA aus Agarose-Gelen

Sollten DNA-Fragmente aus einem Agarosegel isoliert werden, wurde die entsprechende
Bande unter langwelligem UV-Licht (324nm) mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein
Reaktionsgefal uberfuhrt. Die DNA wurde anschlieRend mit Hilfe eines DNA-Extraktions-
kits (Bioneer) gemal} Herstellerprotokoll aufgereinigt. Die Elution erfolgte in 50ul entioni-

siertem Wasser.
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5.4.6 Ligation von DNA

Fir die Ligation wurden Vektor-DNA und DNA-Fragmente im molaren Verhaltnis von 1:10
mit 1ul T4-DNA-Ligase (NEB) in 20ul 1x T4-Ligasepuffer mit 2mM ATP uber Nacht bei
16°C inkubiert.

5.4.7 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Plasmid-DNA wurde nach dem Prinzip der alkalischen Lyse aus Flussigkulturen isoliert
(Birnboim, 1983). Kleine DNA-Mengen (,Miniprep“) wurden aus 2,5ml Ubernachtkultur,
groRere Mengen (,Maxiprep) aus 250ml Ubernachtkultur mit Hilfe von Anionen-
austauschersaulen nach Angaben des Herstellers gewonnen (Qiagen Plasmid-
Handbuch). Die DNA-Konzentration in wassrigen Losungen wurde mit Hilfe eines Spektro-

photometers (Nanodrop, peglab) bei einer Wellenlange von 260nm bestimmt.

5.4.8 Zielgerichtete Punktmutagenese

FUr den gezielten Austausch einzelner Basen wurde der QuikChangeXL-Kit (Stratagene),
basierend auf einer PCR-Reaktion, nach den Angaben des Herstellers verwendet. Dabei
wurden zwei komplementare Oligonukleotide verwendet, die eine oder mehrere Punkt-
mutationen gegenuber der Matrize aufwiesen. In 5’- und 3’-Richtung wurden die Oligo-
nukleotide dann um noch jeweils mindestens zwolf Basen entsprechend der Matrizen-DNA
verlangert.

Die Reaktionen setzten sich in der Regel wie folgt zusammen:

i
10x Reaktionspuffer 5
dNTP-Mix, je 10mM (NEB) 1
5’-Primer, 10uM 1
3’-Primer, 10uM 1
Matrizen-DNA (100ng/ul) 1
Quik-Losung 3
pfuUltra HF DNA-Polymerase (2,5U/ul) | 1
ddH»0 37
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StandardmafRig wurde folgendes Mutagenese-Programm verwendet (Tpersonal

Thermocycler, Biometra):

Temperatur (°C) | Dauer
1) 95 1min
2) 95 50sec
3) 60 50sec
4) 68 1min/kb Plasmid
5) 68 7min

Die Schritte 2) bis 4) wurden in 18 Zyklen wiederholt. Nach Ablauf der Reaktion wurden
die Proben auf 4°C heruntergekuhlt.

Sollten mehrere Basen einer DNA-Sequenz ausgetauscht werden, die nicht von einem
Oligonukleotid abgedeckt werden konnten, wurde der QuikChangeMulti-Kit (Stratagene)
gemald Herstellerprotokoll verwendet. Das Design der Oligonukleotide erfolgte nach
demselben Prinzip wie oben, allerdings wurde nur ein Oligonukleotid pro Basenmutation
eingesetzt.

Da eine Mutagenesereaktion zur Vervielfaltigung des gesamten Plasmids fuhrt, wurde
anschlieend 1pl der Restriktionsendonuklease Dpnl (NEB) fur 2h bei 37°C zum Ansatz
gegeben, die spezifisch die methylierte Matrize verdaut. 4pl des Ansatzes wurden
daraufhin in E.coli-XL10-Gold transformiert (siehe 5.2.5). Die eingefugten Mutationen

wurden mittels Sequenzierung Uberpruft.

5.4.9 Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen wurden mit einem ABI 3730 48-Kapillar-Sequenzierer (Perkin
Elmer) in der Core Facility des Max-Planck-Institutes fur Biochemie, Martinsried
durchgefuhrt. Die Sequenzierreaktion sowie die nachfolgende Probenaufbereitung erfolgte
nach Angaben des Herstellers mit dem ABI BigDye-Kit Version 3.1 (Applied Biosystems).
Ein Sequenzieransatz enthielt 0,5ug Plasmid-DNA und 10pmol Primer.
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5.4.10 Verwendete Plasmide

Name Quellennachweis
pCI-HA-PELP1 diese Arbeit
pCl-Flag-PELP1 diese Arbeit
pCl-HA-PELPK&%R diese Arbeit
pCl-Flag-PELP1'V79U1AA diese Arbeit
pCl-Flag-PELP1V/880/1AA diese Arbeit
pCl-Flag-PELP1'V/790/1.VIB80/1AA diese Arbeit
pCI-HA-PELP1, resistent gg. siPELP1 diese Arbeit
pCl-HA-PELP1¥®%R resistent gg. siPELP1 diese Arbeit
pCl-HA-PELP1'V79U1.VIBBONAA "rasistent gg. siPELP1 diese Arbeit
pCl-Flag-PELP146-SUMO2:®°, resistent gg. siPELP1 | diese Arbeit
pCl-Flag-PELP1'V790/1VI8BUMAA, 22G_g j\(02:%€, diese Arbeit
resistent gg. siPELP1

pCl-Flag-TEX10 diese Arbeit
pCI-HA-TEX10 diese Arbeit
pCl-Flag-WDR18 diese Arbeit
pCIl-HA-WDR18 diese Arbeit
pCIl-HA-LAS1L diese Arbeit

pCl-Flag-SENP3

M. Haindl, s. Haindl et al., 2008

pCl-Flag-SENP3%%%%5

M. Haindl, s. o.

pCIl-HA-SENP3

R. Ullmann, Institut fur

Biochemie Il, Uniklinik Frankfurt

pcDNA3(+)-SV5-SENP3

M. Haindl, s. o.

pSG5-His-SUMO11

S. Muller, Institut fir Biochemie

[I, Uniklinik Frankfurt
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pSG5-His-SUMO2 M. Haindl, s. o.
pCl-Flag-SUMO2 diese Arbeit
pcDNA3-FIag-p14ARF M. Oren, Weizmann Institute,

Rehovot, Israel

pCl-Flag-NPM1 M. Haindl, s. o.

pRTS1-YFP-RPL27 D. Eick, Helmholtz-Zentrum,
Minchen

pGEX-SUMO1 S. Mdller, s.o.

pGEX-SUMO2 P. Stehmeier, s. Stehmeier &
Muller, 2009

5.4.11 Isolierung von RNA aus Saugerzellen

Die Isolierung von RNA aus Saugerzellen erfolgte mit Hilfe des High pure RNA-Isolation-
Kits (Roche) wie vom Hersteller angegeben. Nach Elution der RNA mit RNAse-freiem
Wasser wurden die Proben bis zu ihrer Verwendung bei -80°C gelagert. Die RNA-
Konzentration der Proben wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 260nm
(Nanodrop, peqglab) ermittelt.

Im Zusammenhang mit der RNA-Immunprazipitation (siehe 5.5.7) wurde die RNA mit
Hilfe von TRIZOL isoliert. Dabei wurde bis auf folgende Ausnahme nach Hersteller-
protokoll vorgegangen (Invitrogen): Anstatt die Zellen direkt mit TRIZOL zu lysieren, wurde
hier TRIZOL zum immunprazipitierten Material und zu den entsprechenden Inputs mit
einem dreifachen Volumen-Uberschuss gegeben. Die Volumina aller weiteren hinzuzu-

fugenden Reagenzien wurden entsprechend angepasst.

5.4.12 Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA

Die Elektrophorese von RNA wurde denaturierend unter der Verwendung von MOPS-
gepufferten (200mM MOPS [pH 7,0], 50mM Natriumacetat, 1mM EDTA) Formaldehyd-
gelen (1% Agarose, 1x MOPS, 6,25% Formaldehyd) durchgefuhrt. Fur die Denaturierung
der RNA-Proben vor dem Gellauf wurden jeweils 2ug RNA mit 20pul RNA-Probenpuffer
(50% Formamid, 6,25% Formaldehyd, 1x MOPS, 0,1% Bromphenolblau, 10pg/ml
Ethidiumbromid) versetzt und bei 55°C fur 10min inkubiert. Anschlielend wurden die
Proben sofort auf Eis gekuhlt und auf das Gel geladen. Die Auftrennung der RNA erfolgte
dabei mit 1x MOPS als Laufpuffer unter einer Spannung von 30V fur 3-6h. Danach
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wurden die geladene RNA-Menge und die Unversehrtheit der RNA durch Sichtbar-
machung der 28S und 18S rRNA unter UV-Licht der Wellenlange 324nm auf einem UV-
llluminator (Genosmart, VWR) Uberpruft. Schliellich wurde das Gel auf einem Whatman-
Filterpapier unter Vakuum fur 1,5h bei 80°C getrocknet, bevor eine Quantifizierung der
32P_markierten rRNA-Spezies mit einem Phosphoimager (BAS-2500, Fuji) und der

Quantifizierungssoftware ImageGauge 4.23 (Fuji) erfolgte.

5.4.13 Reverse Transkription

Fir die reverse Transkription von RNA wurde nach Extraktion der RNA (siehe 5.4.11) der
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis-Kit (Roche) gemal den Angaben des
Herstellers verwendet. Dabei wurden random hexamer-Primer eingesetzt. Fur jede Probe
wurde eine Kontrollreaktion ohne reverse Transkriptase miteinbezogen. 2ul der entstande-

nen cDNA wurden anschlieend fur die real time-PCR eingesetzt.

5.4.14 Real time-PCR

Die quantitative real time-PCR wurde im LightCycler-System 480 (Roche) durchgefuhrt.
Dabei wurde der interkalierende Farbstoff SYBR Green eingesetzt, der unspezifisch an
doppelstrangige DNA bindet. Die Fluoreszenzintensitat dieses interkalierenden Stoffes
verhalt sich proportional zur neugebildeten DNA, was die Quantifizierung der ursprunglich
eingesetzten DNA-Menge ermoglicht. Da der im LightCycler 480 SYBR Green I-Kit
(Roche) enthaltene Mix bereits MgCl,, dNTPs, SYBR Green, PCR-Puffer und FastStart
tag-DNA-Polymerase beinhaltet, mussten lediglich folgende Komponenten pro Ansatz

hinzugefugt werden:

2x LightCycler 480 SYBR Green | Master | 10

5'-Primer, 10uM 1
3’-Primer, 10uM 1
ddH20 6
cDNA 2
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Folgendes Programm wurde verwendet:

Temperatur (°C) | Dauer
1) Initiale Denaturierung | 95 5min
2) Denaturierung 95 10sec
3) Hybridisierung 58 15sec
4) Elongation 72 25sec

5) Analyse des Schmelzverhaltens der amplifizierten DNA

Die Schritte 2) bis 4) wurden in 40 Zyklen wiederholt. Nach vollstandigem Ablauf der
Reaktionen wurde der PCR-Block auf 4°C heruntergekuhilt.

Die Analyse der Schmelzkurve (Schritt 5) diente als Qualitatskontrolle Uber spezifische
Primer. Liegen spezifische Primer vor, wird nur ein einziges PCR-Produkt pro Reaktion
amplifiziert.

Neben der zu analysierenden cDNA wurde flur jede Probe parallel die cDNA eines
Haushaltsgens (HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase) bzw. PBGD (Porpho-
bilinogen-Deaminase)) quantifiziert und jeweils das Verhaltnis aus beiden cDNAs
berechnet. Nach Erstellen einer Standardkurve fur jedes eingesetzte Primerpaar
(Verdunnungsreihe 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) und Errechnung der relativen RNA-
Mengen durch die LightCycler 480-Software (Roche) konnten so die relativen RNA-
Mengen des zu untersuchenden Gens aus verschiedenen Proben miteinander verglichen
werden. Als Negativkontrollen dienten Reaktionsansatze ohne cDNA-Matrize.

Folgende Primer wurden in dieser Arbeit fur die real time-PCR verwendet:

Zielgen 5’-Primer (5" > 3’) 3’-Primer (5’ > 3’)

TEX10 caggaacagaaagaaaatccccatgc | ggccttcatccacaccactcagtcc
MDN1 gggagcttgaagaacaagaaga tgccactatccaagttgtcatc
HPRT tggacaggactgaacgtcttg cagtcataggaatggatctatcac
PBGD ccctggagaagaatgaagtgg ttctctggcagggtttctagg
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5.5 Proteinbiochemische Methoden
5.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese diente zur qualitativen Proteinanalyse und
wurde unter denaturierenden Bedingungen nach Laemmli durchgefuhrt (Laemmli, 1970).
Als Elektrophoresekammern wurden Gelapparaturen aus der technischen Werkstatt des
Max-Planck-Instituts fur Biochemie, Martinsried verwendet. Typischerweise wurden 7- bis
10%ige Trenngele gegossen (7- bzw. 10% Acrylamid/Bisacrylamid [29:1], 390mM Tris [pH
8,8], 0,1% SDS, 0,2% TEMED, 0,2% APS) und sofort mit Isopropanol Uberschichtet. Nach
Polymerisation des Gels wurde der Isopropanol vorsichtig abgenommen und ein 5%iges
Sammelgel (5% Acrylamid/Bisacrylamid [29:1], 125mM Tris [pH 6,8], 0,1% SDS, 0,2%
TEMED, 0,2% APS) auf das Trenngel gegossen. Fur die Ausbildung von Probentaschen
wurde in das noch flissige Sammelgel sofort ein Teflonkamm gesteckt.

Proteinproben konnten anschlie®end auf das Gel geladen werden. Dazu wurden diese
in 1x SDS-Probenpuffer (62,5mM Tris [pH 6,8], 10% Glycerin, 2% SDS, 5% p-Mercapto-
ethanol, 0,01% Bromphenolblau) aufgenommen, durch Erhitzen vollstandig denaturiert
und nach Auftragen auf das Gel bei einer Stromstarke von 24mA in SDS-Laufpuffer nach
ihrer Groe aufgetrennt. Als GrolRenstandard fur das Abschatzen des Molekulargewichts
der aufgetrennten Proteine wurde der Precision Prestained Plus Protein Standard (Biorad)
mit aufgetragen.

FUr hochmolekulare Proteine wurden kommerzielle 3- bis 8%ige NuPAGE Tris-Acetat-
Gele (Invitrogen) verwendet. Als Laufpuffer diente hier 1x Tris-Acetat-Puffer (25mM Tris,
25mM Trizin, 0,05% SDS, pH 8,25).

5.5.2 Western Blot

Nach erfolgter Elektrophorese wurden die Polyacrylamidgele fur Smin in 1x Transferpuffer
(25mM  Tris, 19,2mM Glycin, 0,01% SDS, 20% Methanol, [pH 8,5]) gelegt und
anschlieend auf eine PVDF-Membran (Millipore) uberfuhrt, die sandwichartig in je drei
Lagen Whatman-Filterpapiere eingebettet wurde. Die Filterpapiere wurden dazu ebenfalls
in Transferpuffer getrankt, ebenso die Membran, die zuvor bereits in Methanol getrankt
worden war. Der ,Sandwich® wurde auf einer Semidry-Apparatur (angefertigt in der
technischen Werkstatt des Max-Planck-Institutes fur Biochemie, Martinsried) luftblasenfrei
aufgebaut. Anschlie3end konnten die Proteine aus dem Gel bei einer konstanten Strom-

starke von 2mA/cm? Membran fiir 2h auf die Membran transferiert werden.
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Far hochmolekulare Proteine erfolgte der Transfer alternativ im Tankblot (Amersham)
mit Swift-Puffer (G-Biosciences, St. Louis, USA) fur 2h bei konstanter Stromstarke von
200mA bei 4°C.

Zur Besetzung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran mit den immo-
bilisierten Proteinen fur mindestens 30min in blocking-Puffer (5% Magermilchpulver in
PBS-T) geschwenkt. Anschlieend erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikorper in
PBS-T uber Nacht bei 4°C. Danach wurde die Membran mindestens dreimal fir 10min bei
RT in PBS-T gewaschen und anschlieRend mit einem Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikorper (Dianova, Hamburg) in PBS-T bei RT fur 1h inkubiert. Nach drei
weiteren zehnminutigen Waschschritten mit PBS-T wurden die Signale durch eine Chemo-
lumineszenzreaktion mit ECL (GE-Healthcare) gemaf Herstellerprotokoll gewonnen. Die
Signaldetektion erfolgte mit Hilfe von Chemolumineszenzfiimen (GE-Healthcare) und der
Entwicklermaschine Agfa CP1000B (Agfa).

Folgende Primarantikorper wurden in dieser Arbeit fur Western Blots eingesetzt:

Name (Kat.-Nr.) Typ Verdiinnung | Bezugsquelle
anti-HA (16B12) monoklonal (Maus) 1:7000 Covance
anti-Flag (M2) monoklonal (Maus) 1:7000 Sigma-Aldrich
anti-SV5 (R960-25) monoklonal (Maus) 1:7000 Invitrogen
anti-RGS-(His)s (34610) | monoklonal (Maus) 1:5000 Qiagen
anti-SENP3 polyklonal (Kaninchen) | 1:2000 M. Haindl, s.

Haindl et al., 2008

anti-SENP3 (G3) monoklonal (Maus) 1:100 Santa Cruz
anti-PELP1 (A300-180A) | polyklonal (Kaninchen) | 1:7000 Bethyl

anti-TEX10 (173721AP) | polyklonal (Kaninchen) | 1:400 ProteinTech Group
anti-WDR18 (151651AP) | polyklonal (Kaninchen) | 1:400 ProteinTech Group
anti-MDN1 (HPA029666) | polyklonal (Kaninchen) | 1:1000 Sigma-Aldrich
anti-LAS1L (AV34629) polyklonal (Kaninchen) | 1:1000 Sigma-Aldrich
anti-NPM1/B23 (NA24) monoklonal (Maus) 1:2000 Santa Cruz
anti-NPM1 (32-5200) monoklonal (Maus) 1:1000 Invitrogen
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anti-U2AF65 (37483) polyklonal (Kaninchen) | 1:2000 abcam
anti-Fibrillarin (ab5821) polyklonal (Kaninchen) | 1:2000 abcam
anti-BOP1 monoklonal (Ratte) 1:50 D. Eick, Helmholtz-

Zentrum, Miinchen

anti-p-Tubulin (E7) monoklonal (Maus) 1:2000 Developmental
Studies Hybridoma
Bank

anti-Vinculin (hVIN-1) monoklonal (Maus) 1:10000 Sigma-Aldrich

Folgende Sekundarantikdrper wurden in dieser Arbeit fur Western Blots eingesetzt:

Typ Verdinnung | Bezugsquelle
Ziege anti-Maus 1:5000 Dianova
Ziege anti-Kaninchen | 1:5000 Dianova
Esel anti-Ratte 1:5000 Dianova

5.5.3 Coomassiefarbung von Proteingelen

Um Proteinbanden sichtbar zu machen, wurden Polyacrylamidgele fur 2-5h bei RT in
PageBlue Protein Staining-Losung (Fermentas) gefarbt und anschlieffend durch mehr-

faches Waschen mit Wasser wieder entfarbt.

5.5.4 Lyse und Praparation von Zelllysaten

Zelllysate aus Saugerzellen, die direkt Uber SDS-PAGE und Western Blot analysiert
werden sollten, wurden nach einmaligem Waschen mit PBS durch sofortige Zugabe von
SDS-Probenpuffer (400ul/10cm?) lysiert. Das Lysat wurde in ein ReaktionsgefaR lberfiihrt
und 5min bei 95°C aufgekocht, bevor die Proben auf ein Polyacrylamidgel geladen

wurden.

5.5.5 Immunprazipitation (IP)

Zur Isolierung von Proteinen aus einem Zellextrakt wurden 9x10° HelLa-Zellen aus einer
15cm-Kulturschale mit ca. 90% Konfluenz einmal mit PBS gewaschen und anschlielRend
durch Zugabe von 1ml Immunprazipitationspuffer (60mM HEPES [pH 7,4], 150mM NaCl,
2mM EDTA, 0,5% NP40, Proteaseinhibitoren [Complete, Roche]) mit einem Zellschaber
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von der Schale abgekratzt. Die Zelllyse erfolgte durch Rotation fur 30min bei 4°C.
Unl6sliche Zellbestandteile wurden danach fur 30min bei 20000g und 4°C abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde anschlieRend mit 20ul anti-Flag-M2-Agarose (Sigma-Aldrich) bzw.
mit anti-HA-Agarose (Roche) Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

Fir die Immunprazipitation endogener Proteine wurde der Uberstand zunéchst durch
eine 60minutige Inkubation mit 20ul ProteinA/G-Agarose (Calbiochem) von Proteinen mit
unspezifischer Bindung an die Agarose gereinigt. Danach erfolgte die Inkubation mit dem
entsprechenden Antikorper (3—10ug) Uber Nacht bei 4°C. Daraufhin wurden erneut 20yl
ProteinA/G-Agarose fur 1-2h zu den Lysaten hinzugefugt, um den Antikrper daran zu
koppeln. Als Kontrolle fur Immunprazipitationen auf endogenem Niveau dienten die
jeweiligen 1gGs, die entprechend der verwendeten Antikdrper eingesetzt wurden.

Nach Inkubation mit der Agarose wurden die Lysate dreimal mit IP-Puffer gewaschen.
AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen, und die Proteine wurden in 20ul 2x
SDS-Probenpuffer durch funfminatiges Aufkochen von der Matrix eluiert, durch SDS-
PAGE aufgetrennt und im Western Blot (siehe 5.5.1 und 5.5.2) nachgewiesen.

FUr Immunprazipitationen, in denen WDR18 als koprazipitierendes Protein von endo-
genem PELP1 nachgewiesen werden sollte, wurde ein Vernetzungskit (Crosslink Immuno-
precipitation Kit, Pierce, Rockford, USA) verwendet. Da WDR18 auf derselben Hohe wie
die schwere IgG-Kette auf einem Polyacrylamidgel lauft, musste in diesem Fall der
Antikdrper mit der eingesetzten Agarose irreversibel vernetzt werden, um ein WDR18-

Signal ohne IgG-Hintergrund auf der Membran detektieren zu konnen.

5.5.6 Identifikation von PELP1-Interaktionspartnern

Zur ldentifikation von PELP1-Interaktionspartnern wurden jeweils funf 15cm-Schalen
HelLa-Zellen transient mit Flag-PELP1 oder Leervektor transfiziert. Die Lyse und Bindung
an die anti-Flag-M2-Agarose erfolgte wie in 5.5.5 beschrieben, jedoch wurde dem IP-
Puffer zusatzlich N-Ethylmaleimid hinzugefugt, um SUMO-Isopeptidasen zu inaktivieren.
Fur die Elution des gebundenen Materials von der Matrix wurden 150yl einer Flag-Peptid-
Losung (0,2mg/ml) in Lysepuffer fur 1h bei RT mit den an die Agarose gebundenen
Proteinen inkubiert. Anschlieend erfolgte eine TCA-Prazipitation der Eluate fur 15min auf
Eis. Die so gefallten Proteine wurden fur 20min bei 20000g und 4°C abzentrifugiert und
einmal mit eiskaltem Ethanol gewaschen. Nach Trocknen und Aufkochen der Proteine in
SDS-Probenpuffer wurden diese Uuber SDS-PAGE (siehe 5.5.1) aufgetrennt und durch
Coomassiefarbung (siehe 5.5.3) sichtbar gemacht. Alle Proteinbanden wurden

ausgeschnitten und im Gel tryptisch verdaut. Die aus dem Gel eluierten Peptide wurden
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anschlieend im MALDI-TOF-Massenspektrometer analysiert. Die Identifikation der

Proteine erfolgte Uber deren Peptidmassen unter Benutzung des Programmes Mascot.

5.5.7 RNA-Immunprazipitation (RIP)

Fiir die Isolierung PELP1-assoziierter RNAs wurden 8x10” HelLa-Zellen eingesetzt. Diese
wurden in IP-Puffer (25mM Tris/HCI [pH 7,2], 100mM KCI, 2,5mM EDTA, 10% Glycerol,
1,4% NP-40, 0,2% Na-Deoxycholat, 2mM DTT, 20U/ml RNase-Inhibitor [Roche],
Protease-inhibitoren [Complete, Roche]) lysiert, bevor eine Immunprazipitation (siehe
5.5.5) mit einem polyklonalen PELP1-Antikorper erfolgte.

10% des prazipitierten Materials wurde fur Western Blot (siehe 5.5.2) eingesetzt, um
eine effiziente IP zu gewahrleisten. Der Rest wurde fur eine RNA-Extraktion mit Hilfe von
TRIZOL (Invitrogen) (siehe 5.4.11) verwendet. Die RNA wurden mit DNase (Turbo DNA-
free, Ambion, Darmstadt) behandelt und einer reversen Transkription (siehe 5.4.13)
unterzogen. Die dabei entstandene cDNA wurde als Matrize fur eine anschlielRende PCR-
Reaktion (siehe 5.4.1) verwendet, in der die ITS2/28S-Region vervielfaltigt wurde. Als
Kontrolle dienten Oligonukleotide fir das Haushaltsgen GAPDH (Glyceraldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase):

Zielsequenz | 5’-Primer (5’ > 3’) 3’-Primer (5’ > 3)
ITS2/28S gctctctctececegtegectete cctgttcactcgccgttactgagg
GAPDH tgacaactttggtatcgtggaag | cagtagaggcagggatgatgtt

5.5.8 Fraktionierung zellularer Kompartimente

FUr die nukleolare Isolierung wurden pro Ansatz funf 15cm-Schalen Hela-Zellen
verwendet, die zum Zeitpunkt der Ernte ca. 80% konfluent waren. Fur die weiteren Schritte
wurde wie unter http://www.lamondlab.com/f7nucleolarprotocol.htm beschrieben vorge-

gangen.

5.5.9 Denaturierende Anreicherung von SUMO-Substraten in vivo

HelLa-Zellen wurden in 10cm-Zellkulturschalen mit der jeweiligen Hisg-markierten SUMO-
Variante transfiziert. 48h nach Transfektion wurden die Zellen in 1ml denaturierendem
Nickel-Lysepuffer (6M Guanidiniumhyrochlorid, 100mM NaH;PO4, 10mM Tris/HCI [pH
8,4]) aufgenommen und in einem 1,5ml-Reaktionsgefall 3x 15s bei 20% Leistung
sonifiziert (Sonopuls HDZ2200, Bandelin). Nach Zentrifugation bei 13000g fur 10min

wurden 100l des Uberstandes als Input abgenommen und anschlieRend TCA-prazipitiert.
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Die gefallten Proteine wurden dann in 200ul 1x SDS-Probenpuffer aufgenommen und bei
95°C aufgekocht. Die restlichen 900ul des Uberstandes wurden tber Nacht bei RT mit
20pl magnetischen Kugelchen (Qiagen) auf einem Drehrad inkubiert. Danach wurden die
an die Kugelchen gebundenen Proteine dreimal mit Waschpuffer A (8M Harnstoff, 100mM
NaH,PO4, 10mM Tris/HCI [pH 8,0]), zweimal mit Waschpuffer B (8M Harnstoff, 100mM
NaH;PO4, 10mM Tris/HCI [pH 6,8]) sowie einmal mit PBS gewaschen und fur 5min in 50pl
1x SDS-Probenpuffer aufgekocht. Anschlielend wurden die Proben zusammen mit den
Inputs Uber SDS-PAGE und Western Blot (siehe 5.5.1 und 5.5.2) analysiert.

5.5.10 Bindungsstudien Matrix-gekoppelter Proteine

Fur in vitro-GST-Bindungsstudien wurden *5S-markierte, durch in vitro-Transkription und
-Translation (TNT quick coupled reticulocyte lysate system-Kit, Promega) hergestellte
Proteine eingesetzt. Diese wurden in Bindungspuffer (50mM HEPES [pH 7,0]), 120mM
NaCl, 0,14% NP-40, 1mM PMSF, 1mM DTT) mit den entsprechenden an Glutathion-
Sepharose gekoppelten GST-Fusionsproteinen fur 3h bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen in Bindungspuffer fur je 10min wurden die Proteine durch
Aufkochen in 1x SDS-Probenpuffer fur 5min bei 95°C eluiert und mittels SDS-PAGE
(siehe 5.5.1) und Autoradiographie unter der Verwendung von Biomax-MR-Filmen (Kodak)

analysiert.

5.5.11 In vitro-Modifikation und -Demodifikation von Proteinen mit SUMO

Substrate wurden durch in vitro-Transkription und -Translation (TNT quick coupled
reticulocyte lysate system-Kit, Promega) gemal Herstellerangaben erzeugt und durch
Zugabe von *°S-Methionin wihrend der Reaktion radioaktiv markiert. AnschlieRend
wurden fur eine Modifikation mit SUMO 2pl des Translatats mit 100ng E1, bestehend aus
GST-Aos1 und Hise-Uba2, 50ng E2 (Ubc9) und 3ug Hise-SUMO1 bzw -SUMO2 im
entsprechenden Modifikationspuffer (50mM Tris/HCI [pH 7,5], 5mM MgCl,, 2mM ATP) fur
90min bei 30°C inkubiert. Sollte zusatzlich eine Demodifikation des Substrats untersucht
werden, wurden 4yl der entsprechenden in vitro translatierten SUMO-Isopeptidase und
150mM NaCl zugegeben und fur weitere 90min bei 30°C inkubiert. Die Reaktionen wurden
durch Zugabe von 6x SDS-Probenpuffer abgestoppt, fur 5min bei 95°C aufgekocht und
durch SDS-PAGE (siehe 5.5.1) aufgetrennt. Nach Trocknung des Polyacrylamidgels unter
Vakuum bei 80°C erfolgte die Detektion des in vitro translatierten Substrats und seiner

SUMO-modifizierten Form(en) mittels Autoradiographie.

82



Material und Methoden

5.6 Computeranalysen

Datenbankrecherchen wurden mit Hilfe der Datenbanken des National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) durchgefuhrt. Fur Sequenz-
vergleiche, Erstellen von Restriktionskarten, Auswertungen von Sequenzierungen und
Design von Oligonukleotiden wurde das Programmpaket DNA-Star (DNA Star Inc.)
verwendet. Die Quantifizierung von 3?P-markierter RNA erfolgte mit Hilfe der
Quantifizierungssoftware ImageGauge 4.23 (Fuji). Die Erstellung von Texten, Tabellen

und Abbildungen wurde mit dem Microsoft Office-Paket (Microsoft Corp.) durchgefuhrt.
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7.1 Abbildungen
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inosdure
(accession P38883) mit Hilfe des Psi-Blast-Algorithmus

Anhang Abb. 1 Am

S

. cerevisiae

Identische Aminosauren sind schwarz hinterlegt, Aminosauren mit ahnlichen Eigenschaften sind grau markiert.
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Sequenzvergleich zwischen humanem TEX10 (access

inosdure-
S. cerevisiae (accession P38803) mit Hilfe des Psi-Blast-Algorithmus

Anhang Abb. 2 Am

Identische Aminosauren sind schwarz hinterlegt, Aminosauren mit ahnlichen Eigenschaften sind grau markiert.
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Sequenzvergleich zwischen humanem WDR18 (accession Q9BV38) und Ipi3 aus

inosdure-
S. cerevisiae (accession P53877) mit Hilfe des Psi-Blast-Algorithmus

Anhang Abb. 3 Am

Identische Aminosauren sind schwarz hinterlegt, Aminosauren mit ahnlichen Eigenschaften sind grau markiert.
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7.2 Abkiirzungsverzeichnis

°C

Mg

Ml

Mm

UM
AAA-ATPase
APS
ARF
Atg
ATP
BOP
bzw.
ca.
CCD
Cdc
Cdh
cDNA
c-myc
C-terminal
C-Terminus
ddH,0O
DFC
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DTT
DUB
ECL

E. coli
EDTA
Erb

et al.

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

mikromolar

ATPases associated with diverse cellular activities
Ammoniumpersulfat

alternative reading frame
autophagy-related protein
Adenosintriphosphat

block of proliferation
beziehungsweise

circa

charge coupled device

cell division cycle

CDC20 homolog

complementary DNA

v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog
Carboxy-terminal
Carboxy-Terminus

bidestilliertes Wasser

dense fibrillar component
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic acid
Desoxyribonukleotid (N=A,T,G,C)
Dithiothreitol

deubiquitinating

enhanced chemiluminescence
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
eukaryotic ribosome biogenesis protein

et alii
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ETS
FC
FCS

GC
GST
GTP

MDM
MDN
mg
min

mi

mM
MOPS
mRNA
Mtr
NB
NEDD

external transcribed spacer

fibrillar centre

fotales Kalberserum (fetal calf serum)
a) Gramm, b) Gravitationskoeffizient (9,81 m/sec?)
granular component

Glutathion S-Transferase
Guanosintriphosphat

Stunde (hour)

Hamagglutinin-Epitop

Huntingtin, EF3, PP2A, TOR1
homologous to E6-AP C-terminus
Henrietta Lacks
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-Ethansulfonsaure
Immunglobulin

Immunprazipitation

involved in processing ITS2 protein 1
involved in processing ITS2 protein 3
internal transcribed spacer
Kilobasenpaare

Kilodalton

LAS1-like

Luria Bertani

Mol/I, molar

Milliampere

mouse double minute
MIDAS-containing protein

Milligramm

Minute

Milliliter

millimolar
3-N-Morpholinopropan-sulfonsaure
messenger RNA

mRNA transport regulator

nuclear body

neural precursor cell expressed developmentally down-regulated
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Net
NDF
Ni-NTA
nm
Nop
NOR
NP-40
NPM
Nsa
N-terminal
N-Terminus
ODs0o
PAGE
PBS
Pc
PCR
PDSM
PELP
PES
PIAS
PIPES
PMSF
PNB
RanBP
RanGAP
Rea
RING
Rix
RNA
RNAI
RNP
rom
RPMI
rRNA
RT

nucleolar silencing establishing factor and telophase regulator
nucleolar-derived foci

Nickel-Nitrilotriacetat

Nanometer

nucleolar protein

nucleolar organizer region

Nonidet P-40

Nucleophosmin

NOP7-associated protein

Amino-terminal

Amino-Terminus

optische Dichte bei einer Wellenlange von A=600nm
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phosphatpuffer (phosphate buffered saline)
polycomb

Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
phospho-dependent SUMO motif

proline, glutamate and leucine rich protein
pescadillo homolog

Protein inhibitor of activated STAT protein
Piperazin-N,N’-bis(2-Ethansulfonsaure)
Phenylmethylsulfonylfluorid

pre-nucleolar body

Ran-binding protein

Ran GTPase-activating protein

ribosome export/assembly protein

really interesting new gene

ribosomal export protein

Ribonucleic acid

RNA-Interferenz

Ribonucleoprotein

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
Roswell Park Memorial Institute (-Medium)
ribosomale RNA

a) reverse Transkription, b) Raumtemperatur
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S. 0.
sec

S

S. cerevisiae
SD
SDS
SENP
Sic

SIM
Smt

sn

sno
siRNA
SRP
SUMO
Swi
TCA
TDG
TEMED
TEX
Tris

tRNA

Uba
Ubc
UBF
UBL
Ulp
Urm
uv
WDR
YFP
z.B.

siehe

siehe oben

Sekunde
Sedimentationskoeffizient (Svedberg)
Saccharomyces cerevisiae
standard deviation
Natriumdodecylsulfat
Sentrin-specific protease
substrate/subunit inhibitor of Cyclin-dependent protein kinase
SUMO Interaction Motif
suppressor of mif two

small nuclear

small nucleolar

small interfering RNA

signal recognition particle

small ubiquitin-like modifier
switching deficient
Trichloressigsaure
Thymin-DNA-Glycosylase

N, N, N', N', - Tetramethylendiamin
testis expressed
Tris(-Hydroxymethyl)-Aminomethan
Transfer-RNA

unit

ubiquitin-associated domain
ubiquitin conjugating
Upstream-binding factor
ubiquitin-like protein

ubiquitin-like protease
ubiquitin-related modifier
ultraviolett

WD repeat-containing protein
yellow fluorescent protein

zum Beispiel
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