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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die posttranslationale Modifikation mit dem Ubiquitin-ahnlichen SUMO Protein
reguliert eine Reihe wichtiger zellularer Prozesse. Das SUMO-System Ubt seine
Funktion dabei durch einen zyklischen Prozess von Modifikation und Demodifikation
aus, wobei die Desumoylierung durch SUMO-spezifische Proteasen der Ulp/SENP-
Familie katalysiert wird. Die humane SENP Familie setzt sich aus sechs Mitgliedern
zusammen, die distinkte subzellulare Lokalisierungen aufweisen. Die jeweiligen
Substrate und Funktionen einzelner SENPs sind jedoch bisher weithin unbekannt.

Um ein besseres Verstandis der Funktion des SUMO Systems im Nukleolus zu
gewinnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit die nukleolare SUMO-Isopeptidase
SENP3 charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass SENP3 als kritischer Faktor
in der Ribosomenbiogenese fungiert und hierbei fur die nukleolare Reifung der 28S
rRNA aus seiner 32S Vorlauferform erforderlich ist. Nucleophosmin (NPM1), das als
wichtiger Regulator bei der Prozessierung der 32S rRNA gilt, wurde als ein
Hauptinteraktionspartner von SENP3 identifiziert und SENP3 konnte als
Dekonjugationsenzym fur sumoyliertes NPM1 charakterisiert werden. Da eine
konstitutive SUMO-Modifikation die Funktion von NPM1 bei der Prozessierung der
32S rRNA inhibiert, scheint die SENP3-vermittelte Desumoylierung von NPM1
kritisch fir dessen Funktion zu sein.

Interessanterweise konnte SENP3 auch eine zentrale Rolle in mitotischen
Regulationsprozessen zugewiesen werden. So unterliegt SENP3 einer ausgepragten
mitotischen Phosphorylierung und bindet in Abhangigkeit einer spezifischen
Phosphorylierungsstelle an die mitotische Kinase Plk1. Die siRNA-vermittelte
Depletion von SENP3 verzogert die Initiation der Anaphase und beeintrachtigt die
Aktivierung des spindle assembly checkpoints (SAC), der sicherstellt, dass
Chromosomensegregation erst nach korrekter Anheftung von Mikrotubuli an
Kinetochore erfolgt.

Bei einer systematischen Analyse konnte SENPG6 als weitere Komponente des
SAC identifiziert werden. SENP6 reguliert dabei vermutlich den spindle assembly
checkpoint Uber die Kontrolle der Lokalisierung des SAC-Proteins Mad2 und ist auf
diese Weise fur die zeitliche Koordination der Initiation der Anaphase und die
ordnungsgemalde Verteilung von Schwesterchromatiden verantwortlich.

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse somit eine wichtige Funktionen
des nukleolaren SUMO Systems in der Ribosomenbiogenese auf und unterstreichen
die Bedeutung der Desumoylierung fur den korrekten Verlauf der Mitose.
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2 Einleitung

2.1 Posttranslationale Modifikation

Die Entschlisselung des humanen Genoms zeigte, dass die Anzahl an Genen
weitaus geringer ist als ursprunglich angenommen wurde. Dies macht offensichtlich,
dass die Komplexitat des menschlichen Organismus durch das Zusammenspiel der
Proteine als Produkte der Gene als vielmehr die reine Anzahl an Genen definiert
wird. Das Proteom einer Zelle ist im Gegensatz zum eher statischen Genom namlich
hochdynamisch und kann sich daher in seiner qualitativen und quantitativen
Zusammensetzung aufgrund veranderter Bedingungen wie etwa Umweltfaktoren,
Nahrungsangebot oder Stress verandern. So wurde herausgefunden, dass Prozesse
wie etwa das alternative Spleiten die Komplexitat des Proteoms relativ zum Genom
enorm erhohen. Nimmt man weitere Moglichkeiten der Regulation wahrend der
Transkription, der Translation oder durch micro-RNAs noch hinzu, so wird deutlich,
wie flexibel und dynamisch das Proteom eines Organismus gegenuber seines
Genoms moduliert werden kann. Es ergeben sich also schon bevor ein reifes Protein
Uberhaupt entsteht aul3erst vielfaltige Mechanismen fur eine Zelle, auf Funktion und
Menge von Genprodukten Einfluss zu nehmen. Ein weiterer entscheidender Schritt
der Regulation erfolgt jedoch erst nach der Translation und wird demzufolge als
posttranslationale Modifikation bezeichnet. Bei diesem Prozess werden Proteine
kovalent mit anderen Molekulen verknupft, die sehr heterogen in ihrer GroRe und
Komplexitat sein kdnnen. Ein Beispiel fur eine vergleichsweise kleine Modifikation
stellt die Phosphorylierung von Proteinen dar, deren Rolle in der Signaltransduktion
bisher wohl am besten verstanden und charakterisiert ist. Weiterhin kdbnnen Proteine
beispielsweise auch acetyliert, methyliert, hydroxyliert, durch Lipidreste, Zuckerketten
oder aber auch durch andere Proteine modifiziert werden.

2.2 Die Proteine der Ubiquitin-Familie

Die Modifikation mit Proteinen nimmt schon allein aufgrund der Gleichartigkeit von
Substrat und Modifikator eine Sonderstellung unter den posttranslationalen
Modifikationen ein. Ein solches modifizierendes Protein wurde erstmals von der
Arbeitsgruppe um A. Hershko in den ausgehenden siebziger Jahren beschrieben
(Ciehanover et al., 1978; Hershko et al., 1980) und spater als das Protein Ubiquitin
identifiziert (Wilkinson et al., 1980). Es handelt sich hierbei um ein 8kDa groles
Polypeptid, das sich in nur drei Aminosauren zwischen Mensch und Hefe
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unterscheidet und damit eines der evolutionar am hochsten konservierten Proteine
ist. Da es allerdings auf Eukaryoten beschrénkt zu sein scheint, hat sich das
Ubiquitin-System offenbar erst relativ spat in der Evolution entwickelt.

Ubiquitin wird mit Hilfe einer komplexen, und konservierten enzymatischen
Konjugationsmaschinerie Uber seinen C-Terminus zunachst in der Regel an die ¢-
Aminogruppe eines internen Lysins im Zielprotein angeheftet. Hierbei wird das C-
terminale Glycin von Ubiquitin ATP-abhangig aktiviert und anschliefend in Form
einer Thioesterbindung mit einem Cystein des Ubiquitin-aktivierenden E1-Enzyms
(Uba1) verknUpft. Das so aktivierte Ubiquitin wird im Folgenden auf ein Ubiquitin-
konjugierendes E2-Enzym transferiert, mit dem es wiederum eine Thioesterbindung
eingeht, bevor es meist mit Hilfe einer E3-Ubiquitin-Ligase oder eines
Ligasekomplexes kovalent an die e-Aminogruppe eines Lysinrestes im Zielprotein
gebunden wird. E3-Ubiquitin-Ligasen lassen sich dabei in zwei Klassen einteilen:
HECT (homologous to E6-AP C-terminus) Ubiquitin-Ligasen Ubernehmen Ubiquitin
zuerst kovalent Uber ein internes Cystein vom E2-konjugierenden Enzym, bevor sie
es dann auf das Substrat Gbertragen, wohingegen monomere RING-Finger-Ubiquitin-
Ligasen oder RING-Finger-enthaltende Ligasekomplexe keine kovalente Bindung zu
Ubiquitin eingehen sondern vielmehr als eine Art Adapter fungieren, um Ubiquitin
vom E2-Enzym auf das Substrat zu Gbertragen.

Lysinreste eines bereits konjugierten Ubiquitins kdnnen wiederum selbst als
Akzeptorstellen fur weitere Ubiquitinmolekule dienen, wodurch Poly-Ubiquitin-Ketten
verschiedener Lange an einem Substrat entstehen konnen. Abhangig davon,
welches der sieben Lysine in Ubiquitin verwendet wird, entstehen verschiedene
Typen von Poly-Ubiquitin-Ketten, die durch spezifische Bindeproteine erkannt
werden und so unterschiedliche Funktionen vermitteln. Erfolgt dabei die Verknupfung
solcher Ketten beispielsweise Uber Lysind8 des Ubiquitins so hat dies die
Degradation des modifizierten Substrates durch das 26S-Proteasom zur Folge.
Dieser Ubiquitin vermittelte Abbau des modifizierten Proteins, der Uber den
sogenannten escort pathway (Richly et al.,, 2005) ablauft, wird auch als die
klassische Funktion von Ubiquitin bezeichnet.

Neben dieser klassischen Aufgabe konnten einer Modifikation mit Ubiquitin aber
noch weitere, sogenannte nicht-klassische Funktionen zugeordnet werden. Dazu
gehoren Prozesse wie Endozytose (Hicke und Dunn, 2003), Transkription (Muratani
und Tansey, 2003) und DNA-Reparatur (Hoege et al., 2002), bei denen Ubiquitin
beispielsweise als Monomer bzw. als Uber Lysin63 konjugiertes Polymer an das
jeweilige Substrat gebunden wird.
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Da Ubiquitinierung ein reversibler Prozess ist, ergeben sich durch die
Ubiquitinabspaltung, die durch DUBs (deubiquitinating enzymes) oder USPs
(ubiquitin-specififc proteases) katalysiert wird, weitere Mdglichkeiten der Regulation
(Amerik und Hochstrasser, 2004). Zudem wird durch eine Assoziation von DUBs mit
dem Proteasom sichergestellt, dass Ubiquitin vor der Hydrolyse des Substrates
entfernt wird und so vor proteasomaler Degradation geschutzt bleibt. Eine weitere
Aufgabe von DUBs liegt in der Reifung von Ubiquitin, das zunachst in seiner
Vorlauferform als Proteinfusion von Ubiquitin mit sich selbst oder ribosomalen
Proteinen synthetisiert wird. DUBs katalysieren dabei die Freilegung des fur die
Konjugation notwendigen Doppel-Glycin-Motivs am C-Terminus von Ubiquitin durch
hydrolytische Spaltung dieser Fusionsproteine.

Nach der Identifizierung von Ubiquitin konnte in der Folgezeit eine ganze Reihe von
Ubiquitin-ahnlichen Proteinen beschrieben werden, die in ihrer Aminosduresequenz
und vor allem ihrer Struktur ahnlich zu Ubiquitin sind. Diese Ubiquitin-ahnlichen
Proteine unterteilen sich dabei weiter in UBLs (ubiquitin-like proteins) und UDPs
(ubiquitin-domain proteins) (Jentsch und Pyrowolakis, 2000). Wahrend UDPs eine
sehr heterogene Gruppe von Proteinen darstellen und nicht an Substratproteine
geknupft werden konnen, fungieren UBLs (z.B. SUMO, Nedd8, APG12, Fat10,
ISG15) in der Regel als Modifikator-Proteine und werden - wie Ubiquitin selbst -
kovalent an ihre jeweiligen Substrate gebunden (Jentsch und Pyrowolakis, 2000).
UBLs sind dabei an einer Vielzahl fundamentaler zellularer Prozesse wie
Proteinsortierung, Proteinabbau, DNA-Reparatur, Zellzykluskontrolle, Autophagie

oder Apoptose beteiligt.

2.3 Das SUMO-System

Das wohl bekannteste und am besten beschriebene dieser UBLs wird als SUMO
(small ubiquitin-like modifier) bezeichnet. Da es in mehreren unabhangigen
Untersuchungen gefunden wurde, taucht es unter vielen verschiedenen Namen, wie
Pic1, Ubl1, Gmp1, Sentrin, Smt3, Pmt3 und Dap1 in der Literatur auf. In der
Backerhefe S. cerevisiae existiert ein SUMO-Gen, SMT3, dessen Gegenstuck aus S.
pombe als PMT3 bezeichnet wird. Etwas komplexer gestaltet sich die Situation beim
Menschen. Hier sind drei SUMO-Isoformen bekannt, die jeweils unabhangig
voneinander von verschiedenen Genloci exprimiert werden. SUMO2 und -3 sind zu
95% identisch und unterscheiden sich lediglich an ihrem C-Terminus merklich
voneinander (Abb. 1A). Sie weisen eine Sequenzidentitat von 50% zu SUMO1 auf
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und scheinen interessanterweise auch auf funktionaler Ebene Unterschiede zu
SUMO1 zu offenbaren. Im Gegensatz zu Ubiquitin hat SUMO wohl keine direkte
Funktion in der Adressierung zum Proteasom, es ist jedoch bekannt, dass eine
Modifikation mit SUMO sowohl die subzellulare Lokalisierung als auch die Funktion
des jeweiligen Proteins beeinflussen kann (siehe 2.3.3). Im Gegensatz zu SUMO1
besitzen SUMO2 und -3 jeweils ein internes Lysin, das in einer SUMO-
Konsensussequenz (siehe 2.3.1) liegt und es ihnen ermdoglicht Poly-SUMO-Ketten zu
bilden. Damit einhergehend sind Poly-SUMO-Ketten in vivo auch nur far SUMO2/3
und nicht fur SUMO1 beschrieben (Tatham et al., 2001).

/\ SUMO-1 SD----QEAVPSTEDLGDKKEGEYIKLKVIGQ'SSEEH EMTHHEK KE S
sSUMO-2 A~ -~ - ~-EKPINEG| TISNN - — ~ - DES8 8% QYA (elodslediVV Q SRHyyPIAS) KF
suMo-3 UEE - - - = EKPINEG TIAN = = = = = I HINLEKVIAGO DG SA'fe] SARHYSIAS) LIKE '
SMT3 3N SEVNQEAINPE PidVKP - -ETi88:3% 94S - DGSE|ERF SKTEYPIARRIAUIEINFA
Ubiguitin MQIF KTLTEKT TLEVEPSDTIENVKAKIQ

o0

7\
SUMO-1 QeI P| R DNHiQAKEIFGUSAEIN e VEIEWMY IEohdcleiHS TV
SUMO-2 Entelell. S| 3 INE TDig=AQIFE S858033 sk dDIYF (10 (ebelel VY
sSuUmMoO-3 Epfelc L SUUR{EIT LS JRPelelo]PrANE T DS JAQIAR I S) e b S ADYF ¢]Q o lelc VPESSLAGHSF
SMT3 Kol KEUDS L)LY sle TRESQADQESEDIADIU NI TR{EAHRE[®]T[clelATY
Ubiqguitin DKEGIPPD@Q'LIEAGKQLEDGRTLSDYNIQK SYWLHLVLRLR(e]e]

\1.‘
B N S=

Ubiquitin SUMO-1

Abb. 1: Sequenz- und Strukturvergleich von Ubiquitin und SUMO

(A) Sequenzvergleich von humanem SUMO1 (P63165), SUMO2 (P61956), SUMO3 (P55854), mit
Smt3 (Q12306) aus Hefe und humanem Ubiquitin (P02248). Prozessiertes Ubiquitin besteht aus 76,
prozessiertes SUMO1 aus 97 Aminosauren. (B) Die Struktur von Ubiquitin wurde durch
Réntgenstrukturanalyse ermittelt (Vijay-Kumar et al. 1987), die zum Vergleich gezeigte Struktur von
SUMO1 durch NMR (Bayer et al. 1998). SUMO1 weist eine klassische Ubiquitin-Faltung auf, besitzt
jedoch zusatzlich eine N-terminale Extension.

Obwohl SUMO auf der Ebene der Aminosauresequenz nur eine Identitat von etwa
18% zu Ubiquitin aufweist, zeigt seine Struktur gleichwohl die klassische globulare
Ubiquitinfaltung (Abb. 1B), die typisch fur alle UBLs ist und als ubiquitin fold
bezeichnet wird. Allerdings hat SUMO im Vergleich zu Ubiquitin eine flexible N-
terminale Extension und die Verteilung der Oberflachenladung ist erheblich
andersgeartet, was zur Erkennung durch jeweils unterschiedliche, spezifische
Enzyme und Bindungspartner beitragt.
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2.3.1 Die enzymatische Kaskade der Sumoylierung

Die Konjugation von SUMO an Zielproteine verlauft mechanistisch analog zur
Ubiquitinierung, wobei spezifische enzymatische Komponenten benutzt werden (Abb.
2). Alle SUMO-Formen entstehen zunachst als inaktive Vorlauferform und werden
erst durch endoproteolytische Spaltung in ihre gereiften, konjugierbaren Formen
Uberfuhrt. SUMO-Proteasen (siehe 2.3.2) katalysieren mittels ihrer Hydrolase-
Aktivitat die Freilegung des Doppelglycinmotivs am C-Terminus von SUMO, das
entscheidend fur die Aktivierung und die Konjugation an Substrate ist. Dieses nun
gereifte, konjugierbare SUMO wird zunachst in einem ATP-verbrauchenden Schritt
aktiviert. Das Heterodimer Aos1/Uba2, das E1-aktivierende Enzym in der SUMO-
Kaskade, nutzt dabei die Bindungsenergie aus ATP, um SUMO mit seinem C-
terminalen Ende Uber ein ADP-Intermediat kovalent an ein Cystein in seinem aktiven
Zentrum zu binden (Johnson et al., 1997). Durch diesen Schritt wird die
Bindungsenergie der - und y-Phosphatgruppe des ATP in einem reaktiven Thioester
zwischen E1 und SUMO gespeichert. Das Aos1/Uba2-Heterodimer stellt dabei eine
geteilte Version des Ubiquitin-aktivierenden Enzyms Uba1 dar, was auch durch die
Sequenzhomologie  widergespiegelt wird. Wahrend Aos1 homolog zum
Aminoterminus von Uba1 ist, zeigt Uba2 Homologie zum Carboxyterminus von Uba1
und enthalt auch das katalytische Cystein, durch das ein Thioester mit SUMO
ausgebildet wird (Johnson und Blobel, 1997). Im Gegensatz zur Ubiquitinierung, bei
der die Ubertragung auf ein Mitglied einer Gruppe der Ubc-Proteine erfolgt, ist fiir die
Sumoylierung nur ein einziges konjugierendes Enzym (Ubc9) beschrieben (Desterro
et al., 1997; Johnson und Blobel, 1997). Obwohl Ubc9 eine UBC-Domane (ubiquitin
conjugating domain) besitzt und und dementsprechend homolog zu Ubiquitin-
konjugierenden Enzymen ist, zeigt es Spezifitat fur SUMO. Dabei wird die Spezifitat
fur SUMO moglicherweise durch eine positive Oberflachenladung von Ubc9 bewirkt,
die komplementar zur negativen Ladung von SUMO ist (Johnson und Blobel, 1997;
Schwarz et al., 1998). Ein genereller Unterschied zwischen den E2-Enzymen des
SUMO- und des Ubiquitin-Systems besteht in der Substratbindung. Im Gegensatz zu
den Ubiquitin-E2-Enzymen interagiert Ubc9 direkt mit den meisten Substraten. Dies
erklart auch warum Ubc9 zumindest in vitro fur die Sumoylierung vieler Proteine
ausreichend ist, ohne zwingend eine SUMO-Ligase zu bendtigen. Dabei bindet Ubc9
haufig direkt an ein Konsensusmotiv mit der Sequenz \KxE/D, in der sich auch das
modifizierte Lysin befindet (y steht hier fir eine aliphatische und x fir eine beliebige
Aminoséure). Diese Konsensussequenz ist oft Teil einer Schleifen-Struktur, die leicht
von der katalytisch aktiven Tasche von Ubc9 gebunden werden kann (Bernier-
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Villamor et al., 2002). Da eine Konjugation von SUMO auch an Lysinen stattfindet,
die nicht in dieser Konsensussequenz liegen, mussen weitere Kriterien fur die
Substraterkennung existieren.

-
SUMO L
sumo

Isopeptidase

weco. \./' AOS1UBA2
sumo

WKxE
Target AOS1 UBA2 E1

aktivierendes Enzym

Target - :
PIAS/Siz .
RanBP2
E3 Ligase konjuglerendes

Enzym

AOS1UBA2 .

Abb. 2: Der Ablauf der SUMO-Konjugation (nach Muller et al. 2004)

Analog zum Ubiquitin-Konjugationsweg muss SUMO durch spezifische Proteasen erst in eine reife
Form uberfihrt werden. AnschlieBend wird es durch das Heterodimer Aos1/Uba2 aktiviert und durch
ein konjugierendes Enzym Ubc9 eventuell zusammen mit einer E3 Ligase auf das Zielprotein
Ubertragen. Durch die Aktivitat von spezifischen SUMO-Isopeptidasen ist die Konjugation reversibel.

Wie im Ubiquitinsystem, so existieren auch im SUMO-System E3-Ligasen, die in
vivo fur eine weitere Substratspezifitat zustandig sind. Die drei beim Menschen
bislang am besten charakterisierten SUMO-E3-Ligasen scheinen dabei keine eigene
katalytische Aktivitat zu besitzen, wie etwa die Ubiquitin-Ligasen der HECT-Familie.
Es wird angenommen, dass sie mehr als eine Art Adapter fungieren und auf diese
Weise Ubc9, SUMO und das Substrat in eine fur die Konjugation von SUMO
optimale Ausrichtung bringen. So fordern sie durch eine Interaktion mit Ubc9 und
dem Substrat eine spezifische Konjugation von SUMO. Mit dieser Wirkungsweise
ahneln SUMO-E3-Ligasen mehr den Ubiquitin-Ligasen des RING-Finger Typs. Dies
gilt insbesondere fur die Mitglieder der PIAS-Familie, die eine der RING-Domane
ahnliche SP-Ring-Domane besitzen (Schmidt und Muller, 2002). Neben den
Proteinen der PIAS-Familie wurden in hoheren Eukaryoten mit RanBP2 (Pichler et
al., 2002) und Pc2 (Abb. 2) (Kagey et al., 2003), einem Mitglied der
Polycombproteine zwei weitere Subklassen von SUMO-E3-Ligasen naher
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charakterisiert. Diese weisen allerdings keine augenscheinliche Homologie zu den
PIAS-Proteinen oder Ubiquitin-E3-Ligasen auf.

2.3.2 SUMO-Proteasen katalysieren die Dekonjugation von SUMO

Da die Sumoylierung ebenso wie die Ubiquitinierung ein reversibler Prozess ist,
existieren auch im SUMO-System Enzyme, die fur die Dekonjugation verantwortlich
sind und auf diese Weise den Status der SUMO-Modifikation einzelner Substrate
kontrollieren. Diese dekonjugierenden Enzyme werden auch als SUMO-Proteasen
oder Isopeptidasen bezeichnet, da sie eine Isopeptidbindung zwischen dem C-
Terminus von SUMO und der e-Aminogruppe eines internen Lysins des Substrat-
Proteins hydrolysieren (Abb. 3). In niederen Eukaryoten wie der Backerhefe S.
cerevisiae werden sie als Ulps (Ubiquitin-like-protein specific proteases) und in
Saugern als SENPs (Sentrin-specific proteases) bezeichnet.

K
SUMO |GG
K
SUMO GG
K
SUMO GG SUMO GG
E1, E2,E3 K E1,E2,E3 K
SUMOJGG-XXXX | > (SUMO)GG > Substrat > Substrat
| - -
E UIp/SENP. Ulp/SENP UIp/SENP
Prozessierung Dekonjugation Ketten-Editierung
(Peptidbindung) (Isopeptidbindung) (Isopeptidbindung)

Abb. 3: Die drei Aktivitaten von SUMO-Isopeptidasen

Die Prozessierung beinhaltet das Abspalten C-terminaler Aminosauren des SUMO Pro-Peptids, um
das Doppelglycin-Motiv am C-Terminus freizulegen. Dies erfordert die Hydrolyse einer Peptidbindung.
Bei der Dekonjugation wird eine Isopeptidbindung zwischen dem C-terminus von SUMO und der ¢-
Aminogruppe eines Lysins des Substrat-Proteins gespalten. Die Ketten-Editierung ist in chemischer
Hinsicht identisch zur Dekonjugations-Reaktion. Allerdings werden hier ein oder mehrere SUMO-
Proteine von einer Poly-SUMO-Kette und nicht von einem Substrat-Protein abgeschnitten.

Da sie neben ihrer Isopeptidase-Aktivitat zumindest zum Teil auch noch eine
Prozessierungs-Aktivitat besitzen, d.h. die Reifung von SUMO aus seiner
unkonjugierbaren Vorlauferform katalysieren, fanden sie bereits weiter oben im
Zusammenhang mit diesem Prozess Erwahnung (siehe 2.3.1). Ferner wird manchen
SUMO-Proteasen noch als dritte Funktion eine Depolymerisierung von Poly-SUMO-
Ketten zugeschrieben, die auch als SUMO-Ketten-Editierung bezeichnet wird.
Diesem Prozess wird neueren Daten zufolge eine immer wichtiger werdende
Bedeutung beigemessen (Dawlaty et al., 2008; Zhang et al., 2008). Ulp/SENPs
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regulieren durch diese Aktivitaten direkt die Menge an freiem, konjugierbarem SUMO
und die Halbwertszeit der konjugierten Form.

SUMO-Isopeptidasen wurden ursprunglich in einem screen der Hochstrasser-
Gruppe identifiziert. Dabei wurde sich eines SUMO-Modell-Substrates bedient und
Extrakte von Bakterien-Transformanten, die Hefe-Proteine exprimierten, auf
Desumoylierungs-Aktivitat getestet (Li und Hochstrasser, 1999). Mit diesem Ansatz
wurde ein vorher noch uncharakterisiertes, 72kDa grof3es Protein als SUMO-
Protease identifiziert, das Ulp1 genannt wurde. Interessanterweise weist Ulp1 zu
dekonjugierenden Enzymen des Ubiquitin-Systems weder auf Sequenz- noch
Strukturebene Homologien auf, sondern scheint vielmehr viralen Proteasen ahnlich
zu sein. Diese sind der sogenannten C48-Cystein Protease-Familie zuzuordnen und
durch eine etwa 200 Aminosauren lange Protease-Domane (C48-Domane)
charakterisiert, die eine typische katalytische Triade bestehend aus Histidin, Aspartat
und Cystein einschlief3t. Eine solche Domane findet sich auch am C-Terminus von
Ulp1 wieder. Uber Datenbank-Analysen wurden schlieBlich eine weitere SUMO-
Protease in S. cerevisiae (Ulp2) und acht humane Isopeptidasen (SENP1-8) des
C48-Protease-Typs identifiziert. Da jedoch spater entdeckt wurde, dass SENP3 und
SENP4 demselben Protein entsprechen und SENP8 als Isopeptidase fur NEDDS,
einem anderen UBL, agiert (Mendoza et al., 2003), entstand eine gewisse
Diskontinuitdt in der Nomenklatur der SENP-Familie, die nunmehr aus funf
Mitgliedern besteht (SENP1, 2, 3, 5, 6), fur die bislang eine SUMO-spezifische
Aktivitat gezeigt werden konnte (Abb. 4). Fur SENP7 ist aufgrund der
Sequenzhomologie anzunehmen, dass es ebenfalls in die Reihe der SUMO-
spezifischen Proteasen gezahlt werden muss. In Sequenzdatenbanken finden sich
zudem SpleiBvarianten dieser bekannten SENPs, so dass eine weitere Diversitat
dieser Enzymklasse angenommen werden kann.

Die Existenz mehrerer Isopeptidasen in einem Organismus legt die Vermutung
nahe, dass diese Proteasen distinkte SUMO-bezogene Aufgaben erfiillen. In der
Hefe S. cerevisiae zum Beispiel ist die Funktion von Ulp1 und Ulp2 nicht redundant,
da eine genetische Inaktivierung von jeweils einem der beiden Proteine zur
Akkumulation einer unterschiedlichen Fraktion von SUMO-Substraten fuhrt. Ulp1
lokalisiert als essentielles Gen am Kernporenkomplex (NPC, nuclear pore complex)
und besitzt neben der charakteristischen Isopeptidase-Aktivitadt auch Prozessierungs-
Aktivitdt. Es hat wichtige Funktionen in der G2/M-Phase des Zellzyklus und beim
nukledren Export, wobei v.a. der Export von 60S praribosomalen Partikeln Ulp1-
abhéangig zu sein scheint. Ulp2 hingegen ist nicht essentiell und befindet sich im
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Zellkern. Es scheint keine Prozessierungs-Aktivitat zu haben, sondern besitzt
vielmehr die Féahigkeit, Isopeptidbindungen zu hydrolysieren (Li und Hochstrasser,
1999; Li und Hochstrasser, 2000) und Poly-SUMO-Ketten zu editieren (Bylebyl et al.,
2003). Ulp2 ist bedeutend fur den Verlauf der Meiose, die Wiederaufnahme des
Zellzyklus nach Arrest im Replikationskontrollpunkt oder dem spindle assembly
checkpoint (SAC) und eine exakte Chromosomen-Segregation. Im Speziellen zeigen
ulp2 Mutanten fehlerhafte DNA-Kondensation im Bereich der rDNA-Loci (Strunnikov
et al., 2001) und einen friihzeitigen Verlust von centromerischem Cohesin (Bachant
et al., 2002) hervorgerufen durch einen veranderten Sumoylierungsstatus von DNA-
Topoisomerase |I.

.. . . subzellulare SUMO-Paralog . A ) Ketten-

Name Doménen Architektur Lange (AS) Lokalisation Spezifitit Prozessierung Dekonjugation Editierung
Saccharomyces cerevisiae

144 340 403 nukleare
Ulp1 N CD 621 Peripherie - * i -
Ulp2 ] 1034 Nukleoplasma - - - +

Homo sapiens
SENP1 17Q J80 st o NPC, subnukledre ~ SUMO1
(SuPr-2) ¥ § o2 Strukturen SUMO2/3 + + -
SENP2 1 63 317 332 SUMO1
(AXAM2,SMT3IP2) - W 89 NRG SUMO2/3 ok - -
SENP3 74 153
(SSP3, SMT3IP1) 574 Nukleolus SUMO2/3 unbekannt + -
1 168
SENP5S 55 Nukleolus SUMO2/3 unbekannt + -
83 449

SENP6 \ |
(SUSP1, SSP1)  — ] '] | CD/ — 1112 Nukleoplasma SUMO2/3 - - +
SENP7 1 i 984 Nukleoplasma unbekannt unbekannt unbekannt  unbekannt

Abb. 4: Doméanenstruktur, Lokalisierung und Aktivitat von Ulps/SENPs

Datenbanknummern einzelner Ulps/SENPs: Ulp1 (Q02724), Ulp2 (P40537), SENP1 (Q9POU3),
SENP2 (Q9HC62), SENP3 (Q9H4L4), SENP5 (Q96HIO), SENP6 (Q9GZR1), SENP7 (Q9BQF6), rote
Ellipse: SIM nach (Song et al., 2004); griine Box: Doméane fiir nukleare Lokalisierung; blaue Box:
nukledres Exportsignal, CD: konservierte katalytische Domane; Abkilrzungen: AXAM2: Axin-
assoziiertes Molekil 2, SMT3IP1 und 2: Smt3-spezifische Isopeptidase 1 und 2, SSP1: SUMO1-
spezifische Protease, SuPr-2: SUMO Protease 2, SUSP1: SUMO-spezifische Protease 1.

Wahrend sich die C48-katalytische Doméne, die auch als Ulp-Doméne bezeichnet
wird, typischerweise am C-Terminus der UIp/SENPs befindet, scheint der N-
Terminus fur die subzellulare Lokalisierung bzw. die Substratspezifitdt verantwortlich
zu sein (Li und Hochstrasser, 2003; Mukhopadhyay et al., 2006). Von dieser
Systematik gibt es zwei gréBere Abweichungen. So befindet befindet sich die Ulp-
Domaéne im Falle von Ulp2 in der Mitte des Proteins und ist bei SENP6 und SENP7
durch eine Insertion in zwei Hélften gespalten (Abb. 4).
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Bei einem phylogenetischen Vergleich der C48-Peptidasen wird ersichtlich, dass
sich SENP8/Deneddylase1 frih in der Evolution von den SUMO-spezifischen
Proteasen getrennt hat (Abb. 5). Echte SUMO-Proteasen hingegen zweigen sich
weiter in einen Ulp1 und einen Ulp2 enthaltenden Ast auf. Von den sechs humanen
SUMO-Isopeptidasen weisen SENP1, SENP2, SENP3 und SENP5 eine grbBere
Sequenzhomologie zu Ulp1 auf, wahrend SENP6 und SENP7 Ulp2 ahnlicher sind.
Jedoch nicht nur in der reinen Aminoséduresequenz, sondern auch in Bezug auf
Substratspezifitdt und subzellulare Lokalisierung zeigen sich Verwandtschaften in
den eben genannten Untergruppen. SENP1 besitzt zum Beispiel wie Ulp1 sowohl
Prozessierungs- als auch Dekonjugations-Aktivitat. Es zeigt eine starke Spezifitat fir
SUMO1 beziglich dessen Prozessierung (Shen et al., 2006b; Xu und Au, 2005) und
lokalisiert im Nukleus bzw. distinkten subnukledren Domanen (Bailey und O'Hare,
2004; Gong et al., 2000). SENP2, das am nachsten verwandte Protein innerhalb der
humanen SENP-Familie, zeigt wie SENP1 keine Paralog-Spezifitdit bei der
Dekonjugation, allerdings im Unterschied zu SENP1 eine starke Praferenz fir die
Prozessierung von SUMO2. Es lokalisiert vor allem an Filamenten des NPC (Hang
und Dasso, 2002; Zhang et al., 2002) und in diskreten nukledren Domanen (nuclear
bodies, NBs) (Girdwood et al., 2003; Ross et al., 2002). Beide Proteine besitzen
sowohl eine nukleédre Lokalisationssignal-Sequenz (NLS) als auch eine nukleéare
Exportsignal-Sequenz (NES) und kdénnen sich somit zwischen Cytoplasma und
Nukleus hin- und herbewegen. Im Falle von SENP2 hat der cytoplasmatische Export
den Ubiquitin-abhangigen Abbau des Proteins zur Folge (ltahana et al., 2006).

Eine weitere Homologiegruppe innerhalb der Ulp1-Verzweigung bilden SENP3 und
SENPS5. Beide Proteine lokalisieren abhéngig von Sequenzen an ihrem N-Terminus
im Nukleolus und zeigen eine starke Préaferenz fir die Dekonjugation SUMO2/3-
modifizierter Substrate und - zumindest im Falle von SENP5 - auch flr die
Prozessierung von SUMO3 (Di Bacco et al., 2006; Gong und Yeh, 2006; Nishida et
al., 2000). Diese Konzentration von SENP3 und SENP5 im Nukleolus verhindert
vermutlich die Akkumulation von SUMQO2/3-Konjugaten in diesem Kompartiment
(Ayaydin und Dasso, 2004).

SENP6 und SENP7 hingegen weisen eine gréBere Homologie zu Ulp2 auf. Die
Wirkungsweise und die Lokalisierung von SENP7 blieben dabei bisher noch
unaufgeklart. SENP6 wurde urspringlich Prozessierungs-Aktivitdt und eine
cytoplasmatische Lokalisierung zugeordnet (Kim et al., 2000), neuere Daten
sprechen allerdings eher fir eine nukledre Lokalisierung und die Depolymerisation
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von SUMOZ2/3-Ketten. Zudem scheint SENP6 eine wichtige Rolle bei der Dynamik
von PML-NBs (siehe 2.3.3) zu spielen (Mukhopadhyay et al., 2006).
SUMO-Isopeptidasen weisen also distinkte subzellulare Lokalisierungen auf, und
da eine Expression des katalytisch aktiven C-Terminus bestimmter Ulp/SENPs in
einer veranderten Substratspezifitdt resultiert, scheint die variable N-terminale
Domane fur diese distinkte Lokalisierung verantwortlich zu sein (Hang und Dasso,
2002; Mossessova und Lima, 2000; Panse et al., 2003). Die Beschrankung der
Aktivitat bestimmter SUMO-Isopeptidasen auf diskrete subzellulare Bereiche ist also

ein wichtiges Prinzip, um die Desumoylierung bestimmter Substrate zu steuern.

SENPS/NEDP1

— [ SENP2

SENP1
SENP3

97 L—{ 100
— SENP5

Ulp1

SENP6
SENP7

51

|
l99

56

Ulp2

Abb. 5: Phylogenetische Verwandtschaften innerhalb der Ulp/SENP-familie (nach (Hay, 2007)
Ein phylogenetischer Baum zeigt die Beziehungen zwischen SUMO-Proteasen aus S. cerevisiae
(Ulp1 und 2) und H. sapiens (SENP1, 2, 3, 5, 6 und 7). NEDP1 ist strukturell zwar verwandt zu
SENPs, aber spezifisch fir NEDD8 und wirkt nicht auf SUMO. Die Zahlen bezeichnen Bootstrap-
Werte (in Prozent) und zeigen die Verlasslichkeit der hier gezeigten phylogenetischen Beziehungen
an. NEDP1 zweigt ab dem Urprungspunkt des Baumes von den restlichen Ulp/SENPs ab. Dies deutet
auf eine divergierende Entwicklung in einer frilhen Phase eukaryotischer Evolution hin.

Ein gewisses MafB an Substrat- und SUMO-Paralogspezifitdt wird moglicherweise
auch durch die C-terminale Ulp-Doméane selbst erreicht. Sequenzunterschiede in
dieser konservierten Doméne lassen vermuten, dass SUMO-Isopeptidasen im Laufe
der Evolution die Féhigkeit erlangt haben, sich auf Prozessierung bzw. Dekonjugation
zu spezialisieren und zwischen verschiedenen Substraten oder in hoheren
Eukaryoten auch verschiedenen SUMO-Paralogen zu unterscheiden. SENPs
besitzen eine gemeinsame Faltungsdomane, die, bestehend aus einem flunffachen -
Faltblatt und zwei a-Helices, eine flache, enge Spalte bildet und auf diese Weise das
Doppelglycin-Motiv von SUMO umschlieBen kann (Mossessova und Lima, 2000;
Reverter und Lima, 2004; Reverter et al., 2005). Da diese Spalte in ihrer Tiefe in etwa
der GréBenordnung einer Lysin-Seitenkette entspricht, ermdglicht sie einem SUMO-

modifizierten Substrat, sich dem katalytisch aktiven Zentrum der Isopeptidase zu
12
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nahern. Strukturanalysen von SENP1 und SENP2, die an das SUMO-modifizierte
Modell-Substrat RanGAP1 bzw. SUMO-Vorlauferformen gebunden sind, zeigen, wie
das Substrat durch die Isopeptidase in eine geeignete Konformation fir die Hydrolyse
gebracht wird (Reverter und Lima, 2006; Shen et al., 2006a). Dabei wird sowohl die
Isopeptidbindung als auch die Peptidbindung der SUMO-Vorlauferform infolge einer
cis-Stellung der Amidbindung in einem 90°-Winkel relativ zum C-Terminus von
SUMO geknickt und so die Carboxylgruppe optimal fiir den Angriff des katalytisch
aktiven Zentrums der SUMO-Isopeptidase ausgerichtet. In  Kombination mit
Messungen zur Kinetik der Substratbindung und der Hydrolyse der Amidbindung
liefern diese Strukturen eine Erklarung fir die SUMO-Paralog-Spezifitat und die
relativen Aktivitaten der SUMO-Proteasen als Isopeptidasen oder Prozessierungs-

Enzyme.

2.3.3 Funktionelle Konsequenzen einer Modifikation mit SUMO

Eine allgemeingultige Aussage uber die funktionellen Konsequenzen der
Modifikation eines Proteins mit SUMO ist nur schwerlich zu treffen. Da eine
Sumoylierung im Einzelfall sehr unterschiedliche Auswirkungen haben kann, ist sie,
wie andere posttranslationale Modifikationen auch, stets im Kontext der Funktion des
jeweiligen Substrates zu betrachten. Eine generelle Funktion der Sumoylierung liegt
jedoch in der Regulation spezifischer Protein-Protein Wechselwirkungen, die dann
wiederum verschiedene Auswirkungen auf das jeweilige Protein hat.

Grundsatzlich kann eine Modifikation mit SUMO Protein-Protein Interaktionen
sowohl positiv als auch negativ beeinflussen. Die Markierung eines Proteins mit
SUMO kann zum einen eine Assoziation mit SUMO-bindenden Interaktionspartnern
vermitteln. In verschiedenen SUMO-bindenden Proteinen konnte dementsprechend
ein kurzes Sequenzmotiv charakterisiert werden, dass die Interaktion mit SUMO
vermittelt. Dieses Sequenzmotiv wird als SUMO Interaktionsmotiv (SIM) bezeichnet
(Hannich et al., 2005; Hecker et al., 2006; Minty et al., 2000) und weist in der
Konsensussequenz eine Variante der Motive V/I-x-V/I-V/I oder V/I-V/I-x-V/I auf,
wobei V fur Valin, | fur Isoleucin und x fur eine beliebige Aminosaure stehen. In
manchen Fallen wird anstelle von Valin oder Isoleucin auch Leucin als Bestandteil
des SIMs gefunden. Im Folgenden sollen SIM/SUMO-abhangige Protein-Protein
Wechselwirkungen anhand ausgewahlter Beispiele naher betrachtet werden.

Ein SIM liegt beispielsweise im Kernporenprotein RanBP2 vor (Song et al., 2004),
das auch als SUMO-E3-Ligase identifiziert worden ist (Pichler et al., 2002).
RanGAP1, das GTP aktivierende Enzym des Kernimport-Faktors Ran, bindet in
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seiner sumoylierten Form an RanBP2, und wird dadurch an die cytosolische Seite
des NPC (nuclear pore complex) rekrutiert (Mahajan et al., 1997; Matunis et al.,
1996). Nach Auflosung der Kernmembran in der Mitose scheint die Sumoylierung fur
die korrekte Rekrutierung des RanGAP1/RanBP2 Komplexes am Kinetochor
verantwortlich zu sein (Joseph et al., 2002).

Ein weiteres Beispiel fur eine SUMO-abhangige Entstehung eines
Proteinkomplexes stellt die Assemblierung der sogenannten PML-nuclear bodies
(PML-NBs), eines subnuklearer Proteinkomplexes, dar. PML, die konstituierende
Komponente dieser Struktur, enthalt selbst ein SIM und wird an mehreren Stellen mit
SUMO moadifiziert. Die SUMO/SIM-abhangige Entstehung von PML-PML-Multimeren
stellt dabei den ersten Schritt fur die Assemblierung der PML-NBs dar (Shen et al.,
2006c). Anschliellend erfolgt wiederum in Abhangigkeit von SUMO-SIM-
Interaktionen die Rekrutierung weiterer Komponenten, wie etwa des
transkriptionellen Repressorprotein Daxx (Ishov et al., 1999; Muller et al., 1998;
Zhong et al., 2000). Interessanterweise zeigen neue Daten, dass die Enstehung von
SUMOZ2/3 Ketten an PML auch dessen Ubiquitin-abhangigen Abbau induziert. Poly-
SUMO Ketten induzieren hierbei die Rekrutierung der Ubiquitin-Ligase RNF4 Gber
deren SIM. Diese Daten zeigen auch exemplarisch die Vernetzung des SUMO
Systems mit dem klassischen Ubiquitin System.

Das Protein PCNA (proliferating cell nuclear antigen) liefert ein weiteres Beispiel
wie eine Modifikation mit SUMO spezifische Protein-Protein Wechselwirkungen
vermittelt. Zudem konnte an PCNA in eleganter Weise das Zusamenspiel des
SUMO- und des Ubiquitin-Systems bei DNA Reparaturprozessen entschlisselt
werden. PCNA ist fir die Replikation essentiell und umfasst die DNA dabei als
Homotrimer wie eine Klammer. So ist es in der Lage, als Bindeplattform fur DNA-
Polymerasen zu dienen und deren Prozessivitat zu erhdhen oder aber auch je nach
Bedarf verschiedene Polymerasen an die Replikationsgabel zu rekrutieren. Bei DNA-
Schaden kommt die Replikationsgabel zum Stehen und PCNA wird am konservierten
Lysin164 ubiquitiniert. Im Falle einer Mono-Ubiquitinierung werden gezielt
fehlertolerante Polymerasen rekrutiert und so der error-prone Reparaturweg
eingeleitet, wohingegen eine Poly-Ubiquitinierung des Lysin63-Typs die fehlerfreie
Replikation einleitet. Die Sumoylierung von PCNA erfolgt unabhangig von DNA
Schaden wahrend der S-Phase an Lysin127 und Lysin164 und hat die
Sequestrierung der Helikase Srs2 uber eine SIM-SUMO-Interaktion an die
Replikationsgabel zur Folge. Srs2 ist eine Helikase, die die Reparatur von DNA Uber
homologe Rekombination verhindert, und mittels der Rekrutierung durch
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sumoyliertes PCNA werden so ungewollte Rekombinationsereignisse wahrend der
DNA-Replikation verhindert (Pfander et al., 2005).

Die Sumoylierung von PCNA liefert aber auch ein wichtiges Beispiel fur eine
SUMO-bedingte negative Regulation von Protein-Protein Wechselwirkungen. So
verhindert die Modifikation von PCNA dessen Interaktion mit Eco1 und dies ist von
entscheidender Bedeutung fur die Kohasion von Schwesterchromatiden in der S-
Phase.

Obwohl die Anheftung von SUMO dblicherweise nicht zu einer
Konformationsanderung des Zielproteins fuhrt, ist ein spezielles Szenario
beschrieben bei dem Sumoylierung eine Konformationsdnderung des Substrates
nach sich zieht. Mechanistisch erklart sich dieses Phanomen durch das gemeinsame
Vorkommen von Sumoylierung und SUMO-bindenden Motiven in einem Protein. Dies
ist bei dem DNA-Reparatur-Enzym TDG (Thymin-DNA-Glycosylase) der Fall, das im
Zuge des BER (base excission repair) das Entfernen falsch gepaarter TG- bzw. UG-
Basenpaarungen katalysiert. Dabei hat das Enzym eine sehr hohe Affinitat fur das
Hydrolyseprodukt und schirmt damit die ansonsten sehr reaktive basenfreie Stelle an
der DNA ab, bis die nachgeschaltete AP Endonuklease 1 weitere Schritte einleitet,
um die korrekte Basenpaarung wiederherzustellen. Das Eintreffen der AP
Endonuklease 1 fuhrt zu einer Sumoylierung im N-terminalen Bereich der TDG. Dies
zieht eine erhebliche Konformationsanderung des N-Terminus nach sich und fuhrt
schlieBlich zur Dissoziation der TDG von der abasichen Stelle. Die anschlieRende
Desumoylierung resultiert in der Wiederherstellung der urspringliche Konformation
der TDG und macht sie wieder fur eine neue Runde mit hoher Bindungsaffinitat bereit
(Baba et al., 2005; Hardeland et al., 2002; Steinacher und Schar, 2005). So wird in
diesem speziellen Beispiel also durch Sumoylierung und Desumoylierung eine
zyklische Konformationsanderung des Substrates erreicht, um die Affinitdt des
Proteins zu seinem Bindungspartner je nach Bedarf zu variieren.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass eine Modifikation mit SUMO durch
das Schaffen einer neuen Bindedomane oder im Einzelfall einer
Konformationsanderung  Auswirkungen auf spezifische Interaktionen des
betreffenden Substrates hat. Zu beachten ist aber auch, dass SUMO Modifikation in
Einzelfallen auch Proteinwechselwirkungen verhindern kann.

2.4 Nukleolus und Ribosomenbiogenese

Wie bereits erwahnt zeigen sowohl SUMO-Paraloge als auch die ubrigen
enzymatischen Komponenten der Sumoylierungsmaschinerie eine definierte

Lokalisierung in spezifischen subzellularen Bereichen (Ayaydin und Dasso, 2004).
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Neuere Daten weisen dabei dem Nukleolus eine wichtige Rolle in dynamischen
Sumoylierungs-/Desumoylierungszyklen zu (Di Bacco und Gill, 2006; Nishida et al.,
2000; Woods et al., 2004).

Der Nukleolus ist die unter dem Mikroskop am besten sichtbare Struktur innerhalb
des Zellkerns und konnte deshalb auch schon in der ersten Halfte des 19.
Jahrhunderts anhand lichtmikroskopischer Studien beschrieben werden (Valentin,
1836). Mit dem heutigen Stand der Forschung ist bekannt, dass der Nukleolus der
Ort der Prozessierung ribosomaler RNAs und deren Einlagerung in Ribosomen ist.
Die Synthese von Ribosomen im Nukleolus ist dabei ein hochkonservierter und
enorm energieaufwandiger Prozess. Proliferierende Saugerzellen beispielsweise
bendtigen etwa 10 Millionen Ribosomen pro Zelle, um den immensen Bedarf fur die
zellulare Translationsmaschinerie zu decken. Damit stellt die Verfugbarkeit von
Ribosomen einen wichtigen Regulationsmechanismus fur die Zellproliferation dar.
Die Bedeutung der Ribosomenbiogenese fur das Zellwachstum zeigt sich auch darin,
dass in schnell wachsenden Tumorzellen die Ribosomenbiogenese stark erhoht ist.
Diskutiert wird auch, ob eine Fehlregulation der Ribosomenbiogenese selbst zur
Tumorigenese beitragt.

Ein gereiftes eukaryotisches Ribosom besteht aus zwei Untereinheiten, einer
groRen 60S- und einer kleineren 40S-Untereinheit und wird gemal seines
Sedimentationskoeffizienten als 80S-Ribosom bezeichnet (Fatica und Tollervey,
2002; Leary und Huang, 2001). Es setzt sich aus mehr als 80 ribosomalen Proteinen
zusammen, die wiederum um hochgradig modifizierte und konservierte ribosomale
RNAs (rRNAs) angeordnet sind. Diese rRNAs werden als 28S, 18S und 5,8S rRNA
bezeichnet und haben einen Anteil von etwa 80% an der gesamten zellularen RNA.
Eine Zelle kann solche Mengen an rRNA nur herstellen, indem sie mehrere
Transkriptionseinheiten dafur zur Verfugung stellt. Folglich liegen in humanen Zellen
rDNA-Gene auch in insgesamt ca. 400 Kopien auf den Chromosomen 13, 14, 15, 21
und 22 vor. Diese auch als rDNA-repeats bezeichneten DNA-Abschnitte sind zudem
fur die Assemblierung des Nukleolus essentiell und stellen somit auch einen
strukturellen Bestandteil dieser subnuklearen Struktur dar (Boisvert et al., 2007).

Bei der Herstellung eines gereiften 80S-Ribosoms sind alle drei RNA-Polymerasen
beteiligt. So transkribiert die RNA-Polymerase | von einer rDNA-Transkriptionseinheit
einen 47S rRNA-Vorlaufer (pra-rRNA), der direkt im Anschluss von ribosomalen und
nicht-ribosomalen Proteinen zum 90S praribosomalen Partikel (90S Prozessom)
verpackt wird (Abb. 6A). Die mRNAs fur ribosomale und nichtribosomale Proteine
werden von der RNA-Polymerase Il transkribiert. Die RNA Polymerase Ill sorgt
schlieBlich fur die Synthese der 5S rRNA und verschiedener kleiner nukleolarer
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RNAs (small nucleolar RNAs, snoRNAs), die ihrerseits eine wichtige Rolle wahrend
der Prozessierung spielen.

Der erste Schritt nach Synthese der 47S pra-rRNA stellt eine chemische
Modifikationen des Transkripts an einer Vielzahl von Basen dar. So werden etwa 100
Uridine des mehr als 13kb gro3en rRNA-Vorlaufers in einem Prozess, den man als
Pseudouridinylierung bezeichnet, zu Pseudo-Uridinen isomerisiert und ungefahr
genauso viele Nukleotide an der 2’-OH-Position methyliert (Eichler und Craig, 1994).
Die snoRNAs, die mit RNA-modifizierenden Enzymen in sogenannte snoRNPs (small
nucleolar ribonucleoprotein particles) verpackt sind, tragen dabei entscheidend zu
diesen Modifikationen bei. Von diesen Modifikationen werden auch die externen und
internen transkribierten spacer 5’-ETS, 3’-ETS, ITS1 und ITS2 (Abb. 6 B), die mehr
als die Halfte der pra-rRNA ausmachen und wahrend der Prozessierung abgebaut
werden, nicht ausgenommen (Lafontaine und Tollervey, 2001). Obwohl die
Funktionen dieser Modifikationen noch nicht im Detail verstanden sind, nimmt man
aber doch an, dass sie die korrekte Faltung reifer rRNAs unterstitzen und auf diese
Weise die Funktion der Ribosomen beeinflussen.
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Abb. 6: Uberblick iiber die Schritte der Ribosomenbiogenese und der rRNA-Prozessierung

(A) Der 47S rRNAVorlaufer (pra-rRNA) wird im Nukleolus von der rDNA transkribiert und
anschlieflend in vielfaltigen Modifizierungsschritten in die 18S, 28S und 5,8S rRNA prozessiert. Die
modifizierten rRNAs werden mit den ribosomalen Proteinen und der 5S rRNA schrittweise zu
Ribosomen zusammengesetzt und in das Zytoplasma transportiert. (B) Ubersicht tiber die wichtigsten
Schritte der Prozessierung ribosomaler RNA, ETS = externer transkribierter Spacer, ITS = interner
transkribierter Spacer

In einem mehrstufigen Prozess, bei dem das 90S Prozessom relativ schnell in die
43S und 66S praribosomalen Partikel zerfallt und schliefdlich zu den 40S und 60S
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ribosomalen Untereinheiten heranreift (Abb. 6A), werden aus dieser so modifizierten
pra-rRNA die reifen Formen der 18S, 5,8S und 28S rRNA durch die Aktivitat von
Exo- und Endonukleasen an hochkonservierten Schnittstellen prozessiert (Abb. 6B).
Dieser Reifungsprozess geht dabei mit einem Transport der verschiedenen
praribosomalen Partikel durch die einzelnen funktionellen Bereiche des Nukleolus
Uber das Nukleoplasma in das Zytoplasma einher. Dort finden die letzten Schritte zur
Reifung der 40S und 60S Untereinheit und die Assemblierung reifer Ribosomen statt
(Abb. 6A).

Da eine Vielzahl von nichtribosomalen Proteinen mit mehreren pra-rRNA-Spezies
und snoRNAs mit unterschiedlicher Intensitat assoziieren, kann wohl nicht von einer
einfachen Korrespondenz zwischen individuellen Protein-Faktoren und spezifischen
Schritten in der Reifung ribosomaler RNA ausgegangen werden. Aus diesem Grund
postulieren Dez und Tollervey, dass die Reifung von Ribosomen nicht entlang eines
einfachen linearen Weges verlauft, sondern mehrere Reifungsschritte parallel
ablaufen mussen. Sollte dies zutreffen, so ware eine Art Qualitatskontrolle far
wichtige Reifungsschritte erforderlich, die verhindert dass irreversible Vorgange zu
frih ablaufen. Eine derartige Qualitatskontrolle konnte bisher nicht belegt werden,
allerdings deutet der Abbau verschiedener pra-rRNA-Spezies in aberranten
praribosomalen Partikeln durch einen Multi-Protein-Komplex, der als Exosom
bezeichnet wird, auf die Existenz eines Kontrollmechanismus hin (Dez und Tollervey,
2004).

Zusatzlich zur Ribosomenbiogenese deuten neuere Daten auf eine Rolle des
Nukleolus in der Kontrolle des Zellzyklus und dynamischen Sumoylierungs-/
Desumoylierungs-Zyklen hin. Der Tumorsuppressor p14ARF (p19ARF in Mausen)
beispielsweise, der die Sumoylierung einer ganzen Reihe von nukleolaren
Proteinen induziert, lokalisiert als mafigeblicher Regulator des Zellzyklus im
Nukleolus (ltahana et al., 2003; Melese und Xue, 1995). p14"** wird durch
onkogene Stimuli, wie beispielsweise Mutationen im Ras-Gen oder Uberexpression
von c-Myc, transkriptionell aktiviert, um aberrante Zellproliferation zu verhindern.
Dabei inhibiert p14*"" das Voranschreiten im Zellzyklus iber zwei unterschiedliche
Wege. Zum einen vermittelt es seine Effekte Uber einen p53-abhangigen Signalweg.

Dabei interferiert p14*~F

mit der E3-Ubiquitin-Ligase Aktivitdat von Mdm2 und sorgt
dadurch fur eine Stabilisierung des Tumorsuppressors p53, der normalerweise
Mdm2-abhangig ubiquitiniert und abgebaut wird. Diese Inhibition von Mdm2 fuhrt zur
Induktion eines komplexen transkriptionellen Programmes, das die Aktivierung einer
Vielzahl von Genen durch p53 beinhaltet und schlieBlich zu einem Zellzyklusarrest
oder zu Apoptose fiihrt. Experimente mit p53” und Mdm2”-MEF-Zellen zeigen aber
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auch, dass p14*7F zumindest einen Teil seiner antiproliferativen Wirkung auch (iber

4"RF mit den

p53/Mdm2-unabhangige Mechanismen entfaltet. So interagiert p1
Transkriptionsfaktoren E2F1 und Myc, deren Aktivitat fir das Fortschreiten im
Zellzyklus bendtigt wird. Diese Interaktionen scheinen in beiden Fallen, wenn auch
Uber verschiedene Mechanismen, zu einer Attenuierung der transaktivierenden
Aktivitaten der beiden Transkriptionsfaktoren zu fihren (Qi et al., 2004) (Martelli et
al., 2001). Eine weitere p53-unabhéngige Funktion von p14*7F ist die Inhibition der
Reifung der 28S rRNA (Sugimoto et al., 2003). Damit scheint p14*%F seine
antiproliferative  Wirkung auch Uber die Inhibition der Ribosomenbiogenese zu
entfalten. Dies scheint einem Modell von ltahana et al. zufolge (iber eine p14*~F-
vermittelte Ubiquitinierung und anschliefenden Abbau des Proteins Nucleophosmin
(NPM1), dem ebenfalls eine Funktion bei der Reifung der 28S rRNA zugeschrieben
wird (Apicelli et al., 2008; Itahana et al., 2003; Savkur und Olson, 1998), vermittelt zu
werden. NPM1 ist ein multifunktionales Protein, das zusatzlich zur Ribosomen-
biogenese noch in eine Vielzahl weiterer zellularer Prozesse wie etwa Centrosomen
Duplikation, die Antwort auf DNA-Schaden, transkriptionelle Regulation, sowie
Proteinfaltung involviert ist (Grisendi et al., 2006). Die Bedeutung von NPM1 fur
kritische Zellfunktionen zeigt sich auch darin, dass es in Tumorzellen haufig
fehlreguliert ist. So ist die Expression von NPM1 in vielen Tumorzellen stark erhoht
und dies korreliert wiederum mit erhohter Ribosomensynthese. NPM1 gilt deshalb als
Tumormarker und putatives proto-Onkogen. Interessanterweise konnte in
verschiedenen Arbeiten gezeigt werden, dass p14°"" die Sumoylierung mehrerer
seiner nukleolaren Interaktions-partner, darunter auch NPM1, stimuliert (Tago et al.,
2005). Allerdings sind weder der Mechanismus noch die funktionelle Konsequenz
dieses Prozesses verstanden. Die Beobachtung, dass mit p14”"F ein nukleolares
Protein die Sumoylierung einer ganzen Reihe von nukleolaren Proteinen stimuliert
und gleichzeitig auch die beiden SUMO-Isopeptidasen SENP3 und SENPS5 im
Nukleolus lokalisieren (Di Bacco und Gill, 2006; Nishida et al., 2000), weist auf eine
besondere Rolle des SUMO-Systems im Nukleolus hin. Die spezifischen Funktionen
des SUMO-Systems und insbesondere der humanen SUMO-Isopeptidasen in
diesem subzellularen Kompartiment sind allerdings noch nicht bekannt.

2.5 Der Zellzyklus

Die oben beschriebenen Funktionen von p14°RF stellen ein Beispiel fir die
Koordination von Ribosomenbiogenese und Zellzykluskontrolle dar. Auch Daten aus
der Hefe S. cerevisiae deuten darauf hin, dass die Ribosomenbiogenese direkt mit

dem Fortschreiten des Zellzyklus und der Mitose gekoppelt ist (Dez und Tollervey,
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2004). Da weiterhin Komponenten des SUMO-Systems, wie etwa die SUMO-
Isopeptidase Ulp1, das E2-Konjugierende Enzym Ubc9 und SUMO selbst sowohl
Funktionen in der Ribosomenbiogenese (Panse et al., 2006) als auch
zellzyklusspezifischen bzw. mitotischen Prozessen (Dasso, 2008) zu haben
scheinen, konnte auch das SUMO-System eine Rolle in der Koordination von
Ribosomenbiogenese und der Kontrolle des Zellzyklus spielen. Aus diesem Grund
soll im Folgenden nach einer allgemeinen Einfuhrung in den Zellzyklus und die
Mitose auf die bisher bekannten Funktionen des SUMO-Systems in der Mitose
eingegangen werden.

Allgemein versteht man unter dem Terminus Zellzyklus den zyklischen Ablauf von
Ereignissen von einer Zellteilung zur nachsten. Ein typischer Zellzyklus besteht dabei
im Regelfall aus zwei Phasen, die die Verdoppelung der Zellinhalte (Interphase) und
deren Verteilung auf zwei sich bildende Tochterzellen (Mitose) sicherstellen (Abb. 7).
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Abb. 7: Schematische Darstellung des eukaryotischen Zellzyklus und der Phasen der Mitose
Wahrend der Interphase erfolgt kontinuierliches Wachstum der Zelle, wohingegen in der M-Phase die
Zellteilung ablauft. Die Replikation der DNA ist innerhalb der Interphase auf einen als S-Phase
bezeichneten Abschnitt beschrankt. G1 und G2 stellen jeweils Wachstums- und Vorbereitungsphasen
auf die jeweils folgende S- bzw. M-Phase dar. Die M-Phase lasst sich weiter in die zwei Phasen
Mitose und Cytokinese unterteilen. Wahrend in der Mitose die Trennung der DNA in den einzelnen
Stufen Prophase, Prometaphase, Metaphase, Anaphase und Telophase erfolgt, stellt die Cytokinese
die Teilung des Cytoplasmas durch Einschniirung der Zelle und schlieBlich die Trennung in zwei
Tochterzellen dar.

Von zentraler Bedeutung ist hierbei, dass beide Tochterzellen zu gleichen Teilen
die gesamte genetische Information der Mutterzelle erhalten. Dazu muss die DNA

zunachst durch einen Replikation genannten Prozess fehlerlos verdoppelt werden
(S-Phase). In der anschlieenden G2-Phase wird durch den sogenannten G2-
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Kontrollpunkt (DNA-damage checkpoint) Uberprift, ob die DNA-Replikation
vollstandig abgelaufen ist oder etwaige DNA-Schaden aufgetreten sind, bevor das
genetische Material schlieBlich in der darauffolgenden M-Phase auf beide
Tochterzellen aufgeteilt wird. In der eben erwdhnten M-Phase erfolgt zunachst die
Separation des genetischen Materials in einem komplizierten Prozess, der als Mitose
bezeichnet wird. Diese lasst sich in funf mikroskopisch unterscheidbare Stadien
unterteilen, die bereits 1882 von Walther Flemming in ihren Grundzigen beschrieben
wurden: Prophase, Prometaphase, Metaphase, Anaphase und Telophase (Abb. 7).
Die Kondensation der Chromosomen und der Zerfall der Kernmembran in der
Prophase gehen dabei mit der Bildung einer mitotischen Spindel ausgehend von den
Centrosomen, die auch als Mikrotubuli-Organisationszentren (MTOCs) bezeichnet
werden, einher. In der Prometaphase wandern die Chromosomen nach Zerfall der
Kernmembran durch Einwirkung der mitotischen Spindel in die Mitte der Zelle, die
auch als Aquatorialebene oder Metaphasenplatte bezeichnet wird. Sobald sie dort
angekommen sind, befindet sich die Zelle in der Metaphase. In der nun folgenden
Anaphase werden die Schwesterchromatiden durch Verklrzung der mitotischen
Spindel voneinander getrennt und bewegen sich auf die gegenuberliegenden
Zellpole zu. Anschliel3end depolymerisiert in der Telophase die mitotische Spindel
wahrend die Chromosomen dekondensieren und sich die Kernmembran neu bildet.
Abgeschlossen wird die M-Phase mit der Zytokinese, in der die gesamte Zelle
schlieBlich physikalisch durch Einschnurung geteilt wird.

Die jeweiligen Tochterzellen treten danach in die Gi-Phase ein, in der sie sich auf
eine erneute S-Phase und somit eine weitere Runde im Zellzyklus vorbereiten. In
Vielzellern verlassen die meisten postmitotischen Zellen den Zellzyklus in der Gs-
Phase und treten in die sogenannte Gyo-Phase ein, um ihre spezielle Aufgabe im

Korper zu verrichten.

2.6 Die Mitose

Fur den korrekten Ablauf der Mitose fungieren vor allem Phosphorylierung und
Proteindegradation als bestimmende Mechanismen. Ein Abbau bestimmter Proteine
sorgt dabei dafiir, dass das Uberschreiten bestimmter Schliisselereignisse
irreversibel ist und so der Zellzyklus gerichtet ablaufen kann, wahrend durch
Phosphorylierung fur Zellzyklus-spezifische Modulation von Proteinaktivitaten und -
interaktionen gesorgt wird. Wie diese Prinzipien den korrekten Ablauf der Mitose
sicherstellen, soll im Folgenden naher betrachtet werden.
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2.6.1 Mitotische Kinasen

Mitotische Kinasen, allen voran Cdk1 in Verbindung mit CyclinA oder B, Polo-
Kinasen und Aurora B als Komponente des chromosomal passenger complex (CPC)
steuern die Vorgange in der Mitose (Nigg, 2001).

Die Aktivitat von Cdk1 ist essentiell fur den Eintritt der Zelle in die Mitose und muss
abnehmen, um den Beginn der Anaphase sicherzustellen. Cdk1 phosphoryliert
Proteine dabei bevorzugt an Serin-Prolin Sequenzen und wird durch Assoziation mit
den mitotischen Cyclinen A und B aktiviert. Zusatzlich kann die Aktivitat von Cdk1
noch durch Phophorylierung an Threonin161 positiv sowie durch Phosphorylierung
an Threonin14 und Tyrosin15 oder die Bindung eines Cdk-inhibitorischen Proteins
(CKI) negativ beeinflusst werden. Ein vollstandig aktivierter Komplex aus Cdk1 und
CyclinB wird auch als MPF (mitosis promoting factor) bzeichnet.

Polo-Kinasen hingegen werden Uber die gesamte M-Phase hinweg bendtigt und
beeinflussen alle wesentlichen Vorgange in der Mitose. Sie sind nicht nur fir die
Ausbildung einer bipolaren Spindel (Habedanck et al., 2005; Kleylein-Sohn et al.,
2007; Lane und Nigg, 1996), den mitotischen Eintritt und die Chromosomen-
Segregation, sondern auch fur den mitotischen Austritt inklusive Zytokinese wichtig
(Barr et al., 2004). In Saugern existieren vier Polo-Kinasen (Plk1-4), wobei mitotische
Funktionen vor allem durch Plk1 ibernommen werden (Barr et al., 2004). Plk1-3 sind
dabei durch eine N-terminale Kinase-Domane und eine sogenannte Polo-Box-
Doméane (PBD), die aus zwei C-terminalen Polo-Boxen besteht, gekennzeichnet
(Barr et al., 2004). Diese PBD bindet an Sequenzen des Typs S-pS/pT-P, wobei
pS/pT ein Serin/Threonin darstellt, das durch eine sogenannte priming kinase
phosphoryliert wurde. Da die Erkennungssequenz fur die PBD-Bindung exakt der
Konsensussequenz fur eine Cdk1-vermittelte Phosphorylierung entspricht, fungiert
dementsprechend auch zumeist Cdk1 als priming kinase fur eine PBD-vermittelte
Bindung von Plk1 an seine Substrate. Diese Bindung aktiviert in Kombination mit
einer Phosphorylierung in der sogenannten T-Schleife die Kinase-Aktivitat, und
versetzt die Polo-Kinase in die Lage, weitere Phosphorylierungen am gebundenen
Substrat oder Proteinen in der Nahe durchzufihren. PIk1 phosphoryliert bevorzugt
(E/D/IQ)-x-(S/T)- ¢ Sequenzen (Barr et al., 2004). Dabei steht x fur eine beliebige und
Yy fur eine hydrophobe Aminosaure. Dieser Mechanismus ermdglicht eine komplexe
Regulation der Polo-Kinasen, da ihre Aktivitat einerseits zeitlich uber die Aktivierung
der priming kinase, andererseits raumlich Uber die Lokalisierung an bestimmten
subzellularen Strukturen kontrolliert wird. Die Bedeutung dieser Regulation zeigt sich
in vivo in der dynamischen, und komplexen zellularen Lokalisierung an

Centrosomen, Kinetochoren und der mitotischen Spindel (Nigg, 1998).
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Die Aktivitat der mitotischen Kinase Aurora B ist wichtig fur die Anordnung der
Chromosomen in der Metaphasenplatte, den spindle assembly checkpoint und die
Vollendung der Zytokinese (Giet et al., 2005; Meraldi et al., 2004b; Ruchaud et al.,
2007). Aurora B ist Teil eines Multiprotein-Komplexes, der als CPC (chromosomal
passenger complex) bezeichnet wird. Er besteht zusatzlich zu Aurora B aus INCENP,
Borealin und Survivin und zeigt eine dynamische Lokalisierung wahrend der Mitose.
Der CPC lokalisiert in der Prophase am Chromatin und akkumuliert in der
Prometaphase und Metaphase am Centromer. Wahrend der Anaphase findet ein
Lokalisierungswechsel an die zentrale Spindel statt bevor eine Akkumulation des
CPC an der noch verbleibenden Verbindung der zwei neu entstandenen Zellen, dem
sogenannten midbody, wahrend Telophase und Cytokinese erfolgt. Demzufolge
wurden an jeder dieser Stellen auch Substrate von Aurora B gefunden (Andrews et
al., 2004; Neef et al., 2006; Ohi et al., 2004; Zeitlin et al., 2001). Die einzelnen
Komponenten des CPC sind sowohl funktionell als auch physikalisch voneinander
abhangig, da eine Depletion einer Untereinheit die korrekte Lokalisierung der
anderen verhindert und die Funktion des CPC inhibiert (Gassmann et al., 2004;
Honda et al., 2003; Jeyaprakash et al., 2007).

2.6.2 Kohasion von Schwesterchromatiden
Das Ziel der Mitose ist es, die in der S-Phase durch Replikation entstandenen
Schwesterchromatiden zu trennen und auf die Tochterzellen zu verteilen. Um diesen
Prozess zu erleichtern, bleiben Schwesterchromatiden, von der S-Phase bis zur
Metaphase durch Cohesin gepaart (Schwesterchromatiden-Kohasion) (Nasmyth et
al., 2001). Auf diese Weise mussen Schwesterchromatiden in der Mitose nicht neu
identifiziert werden und konnen als Einheit durch Cohesin-Dissoziation von den
Chromatiden in der Mitose voneinander getrennt werden. Cohesin ist ein
Multiprotein-Komplex bestehend aus Smc1, Smc3, Scc1 und Scc3 (Uhimann, 2004),
der ringformig beide Schwesterchromatiden einschliet und so zusammenhalt
(Gruber et al., 2003; Ivanov und Nasmyth, 2005). Fir eine Trennung der
Schwesterchromatiden ist in der Hefe S. cerevisiae die Protease Separase
zustandig. Sie vermittelt die Spaltung des Cohesin-Rings an der Scc1-Untereinheit
und setzt so in der Anaphase die Schwesterchromatiden frei. Dieses Modell trifft
hochstwahrscheinlich im Wesentlichen auch auf Saugerzellen zu (Hauf et al., 2001,
Waizenegger et al., 2000), allerdings lauft das Entfernen von Cohesin von den
Chromosomen in Saugern im Gegensatz zu S. cerevisiae in zwei Phasen ab. Zuerst
erfolgt eine Separase-unabhangige Entfernung von Cohesin von den Chromosomen-
Armen in der Prophase (prophase-pathway) (Waizenegger et al., 2000), die ohne
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Cohesin-Spaltung vonstatten geht. Stattdessen ist dafur die Phosphorylierung der
Scc3-Untereinheit in Abhangigkeit von Aurora B sowie vermutlich Plk1 notwendig
(Gimenez-Abian et al., 2004; Hauf et al., 2005; Sumara et al., 2002). Lediglich an der
Centromer-Region der Chromosomen bleibt Cohesin erhalten (Waizenegger et al.,
2000), das vermutlich unter Mitwirkung von Shugoshin und der Protein-Phosphatase
2A (PP2A) durch einen noch unbekannten Mechanismus vor Abbau geschutzt bleibt
(McGuinness et al., 2005). Zusatzlich wird Separase durch seinen Inhibitor Securin in
einem inaktiven Komplex gehalten. In einer zweiten Phase erfolgt schliel3lich durch
proteolytischen Abbau von Securin (siehe 2.6.3) eine Freisetzung von Separase, was
zur Entfernung des restlichen Cohesins von den Chromosomen fuhrt. Dies hat die
endgultige Aufhebung der Kohasion zu Beginn der Anaphase zur Folge und die
Schwesterchromatiden konnen durch das Einwirken von Spindelkraften nun getrennt
polwarts gezogen werden.

2.6.3 Regulation der Mitose und Trennung von Schwesterchromatiden
Genauso wie der Eintritt in die Mitose abhangig von der Aktivierung des MPF ist, so
ist das weitere Voranschreiten der Mitose ab der Metaphase in allen untersuchten
Organismen abhangig von dessen Inaktivierung. Der dominante Mechanismus fur
diese Inaktivierung ist eine regulierte, Ubiquitin-abhangige Degradation von CyclinB
Uber das 26S-Proteasom. Dieser Abbau sowie der Abbau von Securin wird am Ende
der Metaphase durch einen E3-Ubiquitinligase-Komplex vermittelt, den sogenannten
anaphase promoting complex/cyclosome (APC/C) (Clute und Pines, 1999). In
Assoziation mit Cdc20, einem seiner Kofaktoren beim Ubergang von der Meta- in die
Anaphase (Hagting et al., 2002) erkennt dieser Komplex ein als D-Box (destruction
box) bezeichnetes kurzes Sequenzmotiv im abzubauenden Protein (Glotzer et al.,
1991; Peters, 2002) und vermittelt die Ubertragung von Ubiquitin. Der APC/C®%%-
abhangige Abbau und die damit verbundene Initiation der Anaphase sind dabei
streng an eine bipolare Anheftung der Chromosomen an die mitotische Spindel
gebunden, da erst dann gewahrleistet ist, dass Schwesterchromatiden gleichmallig
auf beide Tochterzellen verteilt werden (Musacchio und Salmon, 2007). Die Kontrolle
Uber diese Kopplung obliegt dem sogenannten spindle assembly checkpoint (SAC)
(Gardner und Burke, 2000; Nasmyth, 2005) (Abb. 8A). Solange noch nicht alle
Kinetochore der Chromosomen in korrekter Weise mit Kinetochor-Mikrotubuli
verbunden sind, ist der SAC aktiv und verhindert durch ein diffundierbares
Wartesignal eine Aktivierung des APC/C®®?, Er reagiert dabei auf Kinetochore, die
keinen Kontakt zu Mikrotubuli haben und auf nicht vorhandene Spannungskrafte an
Centromeren. Diese konnen namlich erst nach bipolarer Anheftung der mitotischen
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Spindel an die Chromosomen entstehen, da nur dann je ein Kinetochor eines
Schwesterchromatidenpaares mit einem Mikrotubulus des jeweils entgegengesetzten
Spindelpols verbunden ist. FUr die Ablosung falsch angehefteter Mikrotubuli vom
Kinetochor ist dabei die Aktivitat von Aurora B und eine Lokalisierung des CPC an
das Kinetochor von Bedeutung (Ruchaud et al., 2007). Ebenso scheint auch die
Aktivitat von PIk1 far eine korrekte bipolare Anheftung von Mikrotubuli an das
Kinetochor ausschlaggebend zu sein (Petronczki et al., 2008).

Ein aktiver SAC inhibiert die Aktivierung von APC/C®*® {iber Mediator-Proteine am
Kinetochor, zu denen u. a. die Mad- und Bub-Proteine, gehdren. Dabei scheint Mad2
als der direkteste Inhibitor von Cdc20 zu fungieren. Wahrend der strukturellen
Konversion von Mad2 von der offenen (oMad2) in die geschlossene Konformation
(cMad2) an unbesetzten Kinetochoren nach dem template Modell (De Antoni et al.,
2005)(Abb. 8B) erfolgt eine Assoziation mit Cdc20. Dieser cMad2-Cdc20-Komplex
bildet nach Assoziation mit BubR1 und Bub3 den sogenannten MCC (mitotic
checkpoint complex), der als inhibitorischer Komplex die Aktivierung des APC/C
durch Cdc20 verhindert (Peters, 2002; Sudakin et al., 2001) (Abb. 8B).
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SAC aktiv SAC inaktiv Anaphase initiiert Sl Sl
APCI/C inaktiv APCIC aktiv g i — =
Securin/CyclinB stabil Securin/CyclinB abgebaut _'\ :::’:;Z‘::_s /

Centromer-Region

Abb. 8: Der spindle assembly checkpoint (SAC)

(A) Schema der Funktionsweise des SAC: so lange nicht jedes einzelne Kinetochor (orange)
ordnungsgemaf an Mikrotubuli der mitotischen Spindel angeheftet ist, wird die Anaphase nicht initiiert.
Das Wartesignal fir den Beginn der Anaphase geht von unbesetzten Kinetochoren aus und ist durch
die rote Flache gekennzeichnet. Sobald alle Kinetochore an Mikrotubuli der mitotischen Spindel
angeheftet sind, wird der SAC inaktiviert. Dies hat zur Folge, dass Securin und CyclinB durch den nun
aktiven APC/C abgebaut werden und die Anaphase initiiert werden kann. (B) Das Mad2-template-
Modell und die Bildung des MCC-Komplexes: unbesetzte Kinetochore binden Mad1-cMad2. Mad1-
cMad2 rekrutiert oMad2 zu den Kinetochoren und beglnstigt dessen strukturelle Konversion zu
cMad2. Nach Bindung von Cdc20 erfolgt die Bildung des inhibitorischen MCC-Komplexes durch
Assoziation von cMad2-Cdc20 mit BubR1-Bub3

Eine Abschaltung des SAC und somit Aktivierung von APC/C®*® — an der Plk1
durch Phosphorylierung einzelner Untereinheiten ebenfalls beteiligt ist (Barr et al.,
2004) - erfolgt erst wenn alle Chromosomen korrekt mit der mitotischen Spindel
verbunden sind. Spater in der Mitose wird Cdc20 abgebaut und im APC/C durch das
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Protein Cdh1 ersetzt. Dieses vermittelt wie Cdc20 die Degradation von D-Box
enthaltenden Proteinen, allerdings kann es zusatzlich die Ubiquitinierung von
Proteinen mit einer sogenannten KEN-Box induzieren (Peters, 2002). APC/C®®" ist
bis in die G1-Phase aktiv (Hagting et al., 2002) und tragt zum mitotischen Austritt in
S. cerevisiae bei, scheint aber dafur nicht essentiell zu sein (Archambault et al.,
2003).

2.6.4 Funktion des SUMO-Systems in der Mitose

Eine Beteiligung des SUMO-Systems in der Mitose wurde bereits sehr frih tber
genetische Studien in der Hefe S. cerevisiae erkannt. Noch bevor SUMO selbst
Uiberhaupt entdeckt wurde, war bekannt, dass Ubc9 fiir den G2/M-Ubertritt essentiell
ist (Seufert et al., 1995). Genetische Studien in Zebrafischen und Mausen lassen
dabei auf eine ahnliche Bedeutung von Ubc9 fur die Mitose in hoheren Eukaroyten
schlieBen (Nacerddine et al., 2005 Nowak und Hammerschmidt, 2006).
Daruberhinaus deuten diverse genetische Studien in niederen sowie hdheren
Eukaryoten auf eine Rolle weiterer Komponenten des SUMO-Konjugationssystems
wie etwa PIASy und SUMO selbst fur den Eintritt und das Fortschreiten der Mitose
hin (Diaz-Martinez et al., 2006; Muller et al., 2001; Tanaka et al., 1999). Aber auch
die Dekonjugation von SUMO scheint fur mitotische Prozesse von Bedeutung zu
sein. So zeigt sich zum Beispiel bei ulp1 Mutanten neben erhohter Chromosomen-
Missegregation eine Verzogerung am G2/M-Ubergang (Li und Hochstrasser, 1999),
was darauf hindeutet, dass ein Gleichgewicht von SUMO-Konjugation und
Dekonjugation kritisch fur den korrekten Ablauf der Mitose ist. Eine Inaktivierung von
Ulp2 hingegen, fuhrt zu einem vorzeitigem Verlust centromerischen Cohesins und
Defekten in der rDNA Kondensation (Bachant et al., 2002; Strunnikov et al., 2001).
Dementsprechend wurden auch mehrere Untereinheiten sowohl des Cohesin- als
auch des Condensin-Komplexes, der eine wichtige Rolle in der Assemblierung von
Chromosomen und deren Segregation spielt, als Substrate flir eine Modifikation mit
SUMO identifiziert (Denison et al., 2005; Wohlschlegel et al., 2004).

Ferner deutet eine Summe weiterer Daten auf eine wichtige Rolle von SUMO fur
die Funktion des Kinetochors und Centromers hin. So wurde SUMO (Smt3) in der
Backerhefe urspringlich in einem genetischen screen als ein high copy suppressor
von Mutationen im MIF2-Gen isoliert, das als Komponente eines centromerischen
Multiprotein-Komplexes wichtig fur eine geordnete Chromosomen-Segregation und
die Integritat der mitotischen Spindel ist (Dieckhoff et al., 2004; Meluh und Koshland,
1995). Weiterhin ist bekannt, dass die Organisation centromerischen Chromatins in
Hefe durch die Sumoylierung von Topoisomerase |l beeinflusst wird und in Sauger
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Zellen eine RanBP2 vermittelte Sumoylierung von Topoisomerase |l essentiell fur
dessen Lokalisierung an das Centromer ist (Dawlaty et al., 2008).
Massenspektrometrische Untersuchungen deuten auf eine Reihe weiterer SUMO-
Substrate am Centromer aber auch am Kinetochor hin und unterstreichen dadurch
die Bedeutung des SUMO-Systems an diesen Strukturen (Denison et al., 2005;
Montpetit et al., 2006; Wohlschlegel et al., 2004).

Interessanterweise zeigt sich auch eine charakteristische und distinkte
Lokalisierung humaner SUMO-Paraloge in mitotischen Zellen. (Ayaydin und Dasso,
2004). Wahrend SUMO1 an der mitotischen Spindel akkumuliert, lokalisiert
SUMO2/3 in frihen mitotischen Stadien am Centromer/Kinetochor (Azuma et al.,
2005). Passend dazu wird postuliert, dass eine Poly-Sumoylierung mit SUMO2/3 des
SAC-Proteins BubRI und eventuell noch anderer SAC-Proteine fur die Rekrutierung
des Mikrotubulus-Motorproteins CENP-E zum Kinetochor und somit die
Funktionsfahigkeit des SAC verantwortlich ist (Zhang et al., 2008). Zudem befindet
sich die SUMO-E3-Ligase RanBP2 im Komplex mit sumoylietem RanGAP1 nach
Eintritt in die Mitose ebenfalls am Kinetochor und der mitotischen Spindel und tragt
dadurch zur Stabilitat der Interaktion zwischen Kinetochor und Mikrutubuli bei
(Arnaoutov und Dasso, 2005; Joseph et al., 2004).

Das SUMO-System scheint also in eine ganze Reihe von mitotischen Prozessen
eingebunden zu sein. Obwohl bereits verschiedene Proteinen als Substrate fur eine
Mitose-spezifische Modifikation mit SUMO beschrieben wurden, ist nur fur die
wenigsten bekannt, welche Auswirkungen diese Modifikation auf ihre Funktionen hat.
Ein besseres Verstandnis der Rolle des SUMO-Systems in der Mitose wurde dabei
helfen, die Ablaufe einzelner mitotischer Prozesse besser zu verstehen und die
Funktion der Sumoylierung als Regulationsprozess in das Netzwerk aus
Proteinphosphorylierung und Ubiquitin-abhangiger Degradation in der Mitose
einzuordnen.
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2.7 Zielsetzung der Arbeit

Das SUMO-System reguliert eine Vielzahl wichtiger zellularer Prozesse. Da neuere
Daten dabei speziell dem Nukleolus eine zentrale Funktion in dynamischen
Sumoylierungs-/Desumoylierungszyklen zuweisen konnten und das SUMO-System
Einfuss auf wichtige nukleolare Funktionen wie etwa die Ribosomenbiogenese zu
nehmen scheint, sollte die zu Beginn der Arbeit noch weithin uncharakterisierte
Funktion der nukleolaren humanen SUMO-Isopeptidase SENP3 untersucht werden.
Hierzu sollten zunachst Uber die ldentifikation von Interaktionspartnern von SENP3
erste Hinweise gewonnen werden, wie das humane SUMO-System die generellen
Funktionen des Nukleolus beeinflusst.

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, sind wichtige nukleolare Funktionen an die
Kontrolle des Zellzyklus gebunden und zumindest in niederen Eukaryoten wie der
Hefe S. cerevisiae scheinen auch Komponenten des SUMO-Systems wie etwa Ubc9,
Ulp1 oder SUMO selbst neben ihrer Funktion in der Ribosomenbiogenese wichtige
Aufgaben in der Mitose zu haben. Aus diesem Grund sollte in dieser Arbeit zusatzlich
auch eine madgliche Funktion von SENP3 und anderer SUMO-Isopeptidasen in der
Regulation des Zellzyklus und spezifisch der Mitose untersucht werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Rolle von SENP3 in der Interphase

3.1.1 NPM1 ist ein Haupt-Bindungspartner von SENP3

Eine Reihe von Daten deuten auf eine wichtige Aufgabe des SUMO-Systems im
Nukleolus hin, wobei die Rolle von SUMO bei der Kontrolle nukleolarer Prozesse
jedoch bisher im Detail unverstanden blieb. Um einen Einblick in die spezifische
Funktion des SUMO-Systems im Nukleolus zu gewinnen, sollte die nukleolare SUMO-
Isopeptidase SENP3 charakterisiert werden.

Hierflr sollten zunachst Interaktionspartner von SENP3 identifiziert werden. Daftr
wurde eine enzymatisch inaktive Variante von SENP3, bei der das katalytisch aktive
Cystein an Position 532 gegen ein Serin ausgetauscht wurde (SENP3%%*%%) mit einem
N-terminalen Flag-tag versehen und in HEK293T Zellen exprimiert. Flag-SENP3 und
mit SENP3 assoziierte Proteine wurden mittels Agarose beads, an die kovalent ein
anti-Flag M2 Antikorper gekoppelt war (anti-Flag M2 Agarose), aufgereinigt, Uber
SDS-PAGE aufgetrennt und massenspektrometrisch analysiert (Abb. 9A). Neben
SENP3, das erwartungsgemald in der starksten Bande bei etwa 70kDa detektiert
wurde, konnten dabei mehrere ribosomale Proteine, die vorwiegend Bestandteile der
40S Untereinheit darstellen, identifiziert werden. In einer intensiv angefarbten Bande
bei etwa 37kDa konnte zudem NPM1 als potentieller Interaktionspartner von SENP3
identifiziert werden (Abb. 9A, Anhang Abb. 1).

Da NPM1 bereits als sumoyliertes Protein beschrieben war (Tago et al., 2005), sollte
die potentielle Interaktion mit SENP3 zunachst verifiziert und anschliellend weiter
untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden anti-Flag Immunprazipitate von Zellen,
die SENP3 mit einem N-terminalen Flag-Epitop exprimierten, Uber SDS-PAGE
aufgetrennt und in einem Western Blot mit einem NPM1-Antikorper getestet. In
Ubereinstimmung mit den Daten der massenspektrometischen Analyse wurde ein anti-
NPM1-reaktives Protein von 37kDa in den Flag-SENP3-, nicht aber den Kontroll-
Immunprazipitaten detektiert (Abb. 9B).

Um die Interaktion zwischen SENP3 und NPM1 schliellich auch unter
physiologischen Bedingungen bei endogenem Expressionsniveau zu untersuchen,
wurde SENP3 aus HelLa S3 Zellen mit einem in dieser Arbeit gewonnenen
polyklonalen SENP3-Antikorper immunprazipitiert und diese Prazipitate anschliel3end
mit einem NPM1-Antikorper in einem Western Blot untersucht. Auch auf endogener
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Ebene zeigte sich dabei eine Anreicherung von NPM1 in Prazipitaten mit dem SENP3-
Antikdrper gegenuber einer Kontrolle mit IgG-beads (Abb. 9C).
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Abb. 9: Nucleophosmin ist ein Hauptinteraktionspartner von SENP3

(A) Flag-SENP3°®*?® wurde in humanen HEK293T Zellen exprimiert und Uber eine anti-Flag M2
Agarose-Saule affinitatsgereinigt. Flag-SENP3 und assoziierte Proteine wurden mit Flag-Peptid eluiert,
Uber SDS-PAGE aufgetrennt und massenspektrometrisch analysiert. (B) Flag-SENP3 wurde in
HEK293T Zellen exprimiert und mit anti-Flag M2 Agarose immunprazipitiert. Gebundene Proteine
wurden uber SDS-PAGE aufgetrennt und mit den angegebenen Antikdrpern in einem Western Blot
getestet. (C) Endogenes SENP3 wurde aus HeLa S3 Zellen immunprazipitiert. Gebundenes Material
wurde Uber SDS-PAGE getrennt und mit den angegebenen Antikérpern in einem Western Blot getestet.

Zur weiteren Bestatigung dieser Ergebnisse sollte die Interaktion zwischen SENP3
und NPM1 in einem anderen experimentellen System getestet werden und dartber
hinaus Uberpruft werden, ob NPM1 auch mit anderen Mitgliedern der SENP-Familie
von SUMO-Isopeptidasen interagiert. Dies wurde in einem yeast two hybrid Ansatz
untersucht, bei dem NPM1 mit der DNA-Bindedomane und das jeweilige SENP mit der
Aktivierungsdomane des GAL4-Transkriptionsaktivators fusioniert wurden. Hierbei
stellte sich heraus, dass SENP3 mit NPM1 physikalisch interagiert und andere SUMO
Isopeptidasen wie SENP1, SENP2 und das mit SENP3 verwandte, ebenfalls
nukleolare SENP5 zumindest in diesem experimentellen System dazu nicht in der
Lage sind (Abb. 10A). Weitere Experimente mit NPM1-Fragmenten, die die
funktionellen Domanen von NPM1 in verschiedenen Kombinationen Uberspannen,
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zeigten, dass die Homodimerisierungsdomane und die angrenzende Domane mit der
NLS (Aminosauren 1-186) ausreichend fur eine Bindung an SENP3 sind (Abb. 10B).

In Ubereinstimmung mit diesen Daten zur physikalischen Interaktion zwischen
SENP3 und NPM1 zeigte sich in einer Immunfluoreszenz auch eine Kolokalisierung
beider Proteine im Nukleolus (Abb. 10C).
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Abb. 10: Interaktion von NPM1 und SENP3 und deren Kolokalisation im Nukleolus

(A) NPM1 wurde in einem yeast two hybrid Ansatz auf eine physikalische Interaktion mit den
angegebenen SUMO-Proteasen untersucht. (B) NPM1-Fragmente, die die angegebenen Domanen
Uberspannen, wurden in einem yeast two hybrid Versuch auf Interaktion mit SENP3 getestet. NPM1.2
ist eine SpleiR-Variante von NPM1, der ein C-terminales Exon fehlt. HoD=Homodimerisierungs-
Domane, NLS=nukledres Lokalisierungssignal, HeD=Heterodimerisierungs-Domane, NBD=Nucleotid-
bindende Domane. (C) HeLa S3 Zellen wurden mit SV5-SENP3 und Flag-NPM1 transfiziert. Die
Lokalisierung beider Proteine wurde anhand einer indirekten Immunfluoreszenz mit anti-SV5 und anti-
Flag Antikérpern bestimmt. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt, Mafl3stab: 20um.

3.1.2 SENP3 katalysiert die Desumoylierung von NPM1

Wie bereits erwahnt, wurde eine Sumoylierung von NPM1 bereits in friheren
Arbeiten beschrieben, allerdings konnte die funktionelle Konsequenz der Modifikation
nicht aufgeklart werden (Tago et al., 2005). Basierend auf obigen
Interaktionsexperimenten sollte eine mdogliche Rolle von SENP3 bei der
Desumoylierung von NPM1 untersucht werden. Um zunachst die Modifikation von
NPM1 mit SUMO zu bestatigen, wurden mit einem Hiss-Epitop versehenes SUMO1
bzw. SUMO2 in HEK293T Zellen exprimiert und Hisg-SUMO-Konjugate unter
denaturierenden Bedingungen Uber Ni-NTA-beads aufgereinigt. In Ubereinstimmung
mit den Literaturdaten konnten dabei sowohl Hise-SUMO1 als auch Hisg-SUMO2
modifizierte Formen von endogenem NPM1 angereichert werden werden (Abb. 11).
Als Spezifitatskontrolle diente hierbei jeweils die Transfektion von Hamagglutinin (HA)-
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Epitop getaggten SUMO Formen, bei denen keine Anreicherung von SUMO
Konjugaten an Ni-NTA-beads erfolgt.

HA-SUMO1
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HA-SUMO2
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Abb. 11: Endogenes NPM1 wird mit SUMO modifiziert

HEK293T-Zellen wurden mit HA- bzw. Hisg-Epitop-markiertem SUMO1 bzw. SUMO?2 transfiziert und
unter denaturierenden Bedingungen lysiert. Hiss-SUMO Konjugate wurden Uber magnetische Ni-NTA
beads aufgereinigt und in einem Western Blot mit anti-NPM1 Antikdrper untersucht.
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Interessanterweise zeigen diese frUheren Arbeiten der Sherr-Arbeitsgruppe auch,
dass p14°fF die Sumoylierung von NPM1 stimulieren und vor allem dessen
Mehrfachsumoylierung induzieren kann. Entsprechend resultiert die zusatzliche
Expression von Flag-p14*"F zu HA-NPM1 und SUMO1 bzw. SUMO2 in der
Entstehung zweier hohermolekularer anti-HA reaktiver NPM1-Formen bei etwa 50kDa
bzw. 65kDa, die zusatzlich zur Hauptbande von HA-NPM1 bei etwa 37kDa auftreten
(Abb. 12A, Spuren 3 und 7). Um nun zu testen, ob SENP3 als desumoylierendes
Enzym fur SUMO-modifiziertes NPM1 agiert, wurde unter diesen experimentellen
Bedingungen mit dem SV5-Epitop markiertes SENP3 exprimiert. Die Expression von
SV5-SENP3 zeigte dabei nur einen sehr schwachen Effekt auf SUMO1-modifiziertes
NPM1, wohingegen NPM1-SUMOZ2-Formen vollstandig verloren gingen. Diese
Spezifitat von SENP3 fur SUMO2 ist dabei im Einklang mit publizierten Daten, die
SENP3 eine Praferenz fur SUMOZ2/3-modifizierte Substrate zuschreiben (Gong und
Yeh, 2006; Nishida et al., 2000).

Da p14”7F auch die Ubiquitinierung von NPM1 induziert (Itahana et al., 2003),
musste formal noch gezeigt werden, dass es sich bei den héhermolekularen NPM1-
Formen, die nach Expression von SV5-SENP3 verloren gehen, tatsachlich um SUMO-
Konjugate und nicht um Ubiquitin-modifizierte Spezies von NPM1 handelt. Zu diesem
Zweck wurde HA-NPM1 mit Hisg-Ubiquitin bzw. Hisg-SUMO2 exprimiert, um Ubiquitin-
bzw. SUMOZ2-Konjugate Uber Ni-NTA beads anreichern zu konnen. Bei Expression

von Flag-p14°~F

zeigte sich dabei eine Anreicherung der 50kDa- und der 65kDa-
Konjugate in Hisg-SUMO2 exprimierenden Zellen. Zusatzlich traten noch weitere
hohermolekularen Banden auf, die vermutlich Poly-SUMO-Ketten an NPM1
entsprechen. Bei Hise-Ubiquitin exprimierenden Zellen hingegen zeigte sich zwar

ebenfalls eine Anreicherung hohermolekularer Spezies nach p14*RF_Expression,
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allerdings waren diese in distinkten Banden bei etwa 45kDa, und 55kDa, sowie einem
hochmolekularem Schmier, der typisch fur ubiquitinierte Spezies ist, sichtbar. Diese
angereicherten Ubiquitin-modifizierten Formen blieben nach Expression von SV5-
SENP3 vollstandig erhalten (Abb. 12B, Spur 6), wohingegen samtliche SUMO-
modifizierten NPM1-Spezies bei gleichem Expressionsniveau von SV5-SENP3
demodifiziert wurden (Abb. 12B, Spur 3). Dieses Ergebnis spricht eindeutig fur die
Funktion von SENP3 als demodifizierendes Enzym fur SUMO-modifiziertes und nicht
ubiquitiniertes NPM1.
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Abb. 12: SENP3 demodifiziert SUMO2-NPM1 Konjugate

(A) HA-NPM1 wurde in den angegebenen Kombinationen mit Flag-p14*%", SUMO1, SUMO2, und SV5-
SENP3 in HEK293T-Zellen exprimiert. Die Expression der jeweiligen Proteine wurde in Western Blots
mit den entsprechenden Antikdrpern Uberprift. Der Immunoblot mit Tubulin diente als Ladekontrolle. (B)
HA-NPM1 und Hisg-SUMO2 bzw. Hisg-Ubiquitin wurden in den angegebenen Kombinationen mit Flag-
p14""F und SV5-SENP3 in HEK293T-Zellen exprimiert. Hiss-SUMO Konjugate wurden (iber
magnetische Ni-NTA beads aufgereinigt und in einem Western Blot mit anti-HA Antikérper untersucht.
Die Expression der jeweiligen Proteine wurde in Western Blots mit den entsprechenden Antikérpern
Uberprift. Sterne deuten eine Kreuzreaktion des HA-Antikdrpers mit Gberexprimiertem SV5-SENP3 an.

4ARF 4ARF

Der Mechanismus p1 -induzierter Sumoylierung ist bislang unklar. p1 zeigt
zwar in vivo eine stimulierende Wirkung auf die Sumoylierung vieler Substrate,
allerdings konnte dem Protein in vitro keine direkte SUMO-Ligase-Aktivitat zugewiesen
werden (den Besten et al., 2006; Tago et al., 2005). In Anbetracht obiger Ergebnisse
ware deshalb ein denkbarer Mechanismus, dass p14°R" die Interaktion zwischen
NPM1 und SENP3 unterbindet und so fur eine persistierende Sumoylierung von NPM1
sorgt. Um dies zu uberprufen, wurde SENP3 mit einem Flag-Epitop versehen und in
An- oder Abwesenheit von HA-p14""F exprimiert (Abb. 13A). Anschlielende
Immunprazipitation von Flag-SENP3 mit anti-Flag M2 Agarose und Detektion der Uber
SDS-PAGE aufgetrennten Proben in einem Western Blot zeigten, dass eine

zusatzliche Expression von p14°%F die Menge des mit Flag-SENP3 interagierenden
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NPM1 nicht wesentlich beeinflusst. p14**F scheint seine stimulierende Wirkung auf die
Sumoylierung also nicht Uber eine Inhibition der Interaktion zwischen SENP3 und
NPM1 auszulben.

Interessanterweise zeigte sich aber in Immunfluoreszenz-Versuchen, dass nach
Expression von p14"%F SUMO2, das ansonsten weitgehend aus dem Nukleolus
ausgeschlossen bleibt, in einer punktiformen Art in den Nukleolus rekrutiert wird (Abb.
13B). Diese SUMO2-enthaltenden Foci konnten Bereiche im Nukleolus darstellen, in
denen - abhangig von p14*%F - spezifisch die Sumoylierung bestimmter Proteine
ermoglicht wird.

A B
FlagSENP3 - - + + - - + +
HA-p14ARF -+ -+ -+ -+ Uberlagerung
a-Flag - o B8 rosenes
a-NPM1 | . . s NPM1
a-HA | - - ‘ ‘«HA-pmARF
a-B-Tubulin | e s g ‘ <« B-Tubulin
Lysat 10% IP Flag

Abb. 13: Expression von p14ARF hat keinen Einfluss auf die Interaktion von SENP3 mit NPM1,

fiihrt aber zu einer Rekrutierung von SUMO2 in den Nukleolus

(A) HeLa S3 Zellen wurden mit HA-p14"%F und Flag-SENP3 wie angegeben transfiziert. Nach der
Praparation von Zelllysaten wurde Flag-SENP3 mit anti-Flag M2 Agarose immunprazipitiert.
Gebundene Proteine wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und in einem Western Blot mit den
angegebenen Antikérpern untersucht. (B) HeLa S3 Zellen wurden mit Flag-SUMO2 und HA-p14°% oder
Leervektor transfiziert und die Lokalisierung der jeweiligen Proteine wurde anhand immunologischer
Farbung mit anti-HA und anti-Flag Antikérpern bestimmt. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt,
MaRstab: 20um.

Die bisherigen Ergebnisse dokumentieren, dass die exogene Expression von
SENP3 eine demodifizierende Aktivitat gegenuber sumoyliertem NPM1 zeigt. Im
Weiteren sollte uberpruft werden, ob SENP3 auch unter physiologischen Bedingungen
als SUMO-Protease fur NPM1 agiert. Hierfur wurde Hisg-SUMO2 in HEK293T Zellen
exprimiert und SENP3 sowie als zusatzliche Spezifitatskontrolle SENPS5 durch
Transfektion jeweils spezifischer siRNA Oligonukleotide depletiert. Die Effizienz der
Depletion beider SUMO-Proteasen wurde dabei durch Western Blots Uberprift. Hise-
SUMO2-Konjugate wurden Uber magnetische Ni-NTA beads aufgereinigt, Uber SDS-
PAGE aufgetrennt und in einem Western Blot analysiert. Hierbei zeigte sich, dass eine
Depletion von SENP3 mit jedem der beiden eingesetzten Oligonukleotide zu einem
signifikanten Anstieg an Hise-SUMO2-NPM1-Konjugaten fuhrte (Abb. 14, Spuren 2
und 3), wahrend die ebenfalls effiziente Depletion von SENP5 keinen Einfluss auf
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dieselben hatte (Abb. 14, Spur 4). Dies ist ein eindeutiger Hinweis darauf, dass
SENP3 unter physiologischen Bedingungen die Modifikation von NPM1 mit SUMO2
wieder ruckgangig macht und zumindest fur dieses Substrat keine redundante
Wirkung von SENP3 und dem eng verwandten SENP5 besteht.

G + - - -
SENP3-1 - + - - | ona
SENP3-2 - - + -
SENP5 - - - +
Ni-PD
75kDa 8 a-HA

AR« HA-NPM1{2xSUMO2
50kDa-; s S S 9% <« HA-NPM1SUMO2

37kDa -

’”--7- <+ HA-NPM1
SR < Flagp14%F
Lysat ’ ii T: i‘* SENP3
(B senes

’ - -7;“4- B-Tubulin
1 2 3 4

Abb. 14: Endogenes SENP3 katalysiert die Desumoylierung von NPM1

SENP3 und SENP5 wurden mit siRNA-Oligonukleotiden in HEK293T Zellen, die gleichzeitig mit HA-
NPM1 und Flag-p14*~transfiziert wurden, depletiert. Hise-SUMO Konjugate wurden Uber magnetische
Ni-NTA beads aufgereinigt und in einem Western Blot mit anti-HA Antikérper untersucht. Die
Expression der jeweiligen Proteine wurde in Western Blots mit den entsprechenden Antikdrpern
Uberprift.

Die bisherigen Daten zeigen somit, dass SENP3 mit NPM1 interagiert und die
Modifikation von NPM1 mit SUMO2 sowohl in Uberexpression als auch bei
physiologischem Expressionsniveau ruckgangig machen kann. Um schlieBlich formal
zu zeigen, dass SENP3 auf direkte Weise sumoyliertes NPM1 demodifiziert und seine
Wirkung nicht Uber andere Mediatorproteine entfaltet, wurde ein in vitro
Sumoylierungs/Desumoylierungs-Ansatz etabliert. In diesem Versuch wurde zunachst
**S-markiertes  NPM1 durch in vitro Transkription/Translation erzeugt und in
Anwesenheit von ATP durch Inkubation mit rekombinanten Komponenten der
Sumoylierungsmaschinerie (E1 und Ubc9) mit SUMO1 bzw. SUMO2 modifiziert.
Anschlielend wurden dem Reaktionsansatz in vitro transkribiertes/translatiertes
SENP3 und SENP5 bzw. deren katalytisch inaktive Varianten hinzugefugt und erneut
inkubiert. Die Detektion der **S-markierten NPM1-Spezies erfolgte nach Auftrennung
mittels SDS-PAGE uber Autoradiograpie. In der Kontrollreaktion, die ohne die Zugabe
einer der beiden SUMO-Isoformen durchgefuhrt wurde, war auf der Autoradiographie
eine starke Bande von unmodifizietem NPM1 bei etwa 37kDa sichtbar (Abb. 15,
oben, Spur 1). In Anwesenheit der Sumoylierungskomponenten hingegen wurden
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weitere hohermolekulare Banden sichtbar, die SUMO1 bzw. SUMO2-Konjugaten von
NPM1 entsprachen. NPM1-SUMO1 Konjugate blieben dabei von der Zugabe von
SENP3 oder SENPS weitgehend unbeeinflusst (Abb. 15, oben, Spuren 2 - 6),
wohingegen eine Inkubation mit SENP3 eine vollstdandige Desumoylierung von
SUMO2 modifiziertem NPM1 zur Folge hatte (Abb. 15, oben, Spur 8). In Anwesenheit
der katalytisch inaktiven Mutante von SENP3 hingegen blieben NPM1-SUMO2
Konjugate ebenso stabil wie nach Zugabe von SENPS5 und dessen katalytisch
inaktiver Mutante (Abb. 15, Spuren 9 — 10). Da SENP5 jedoch C-terminale
Prozessierung von Flag-SUMO2GG-HA zeigte (Abb. 15, mitte, Spur 10), kann davon
ausgegangen werden, dass SENP5S als aktives Protein vorlag, aber trotz seiner engen
Verwandtschaft zu SENP3 und seiner Spezifitat fur SUMOZ2/3-konjugierte Spezies
keinen Effekt auf SUMO2-modifiziertes NPM1 hatte. Dieser Versuch bestatigt damit
die Ergebnisse der in vivo Experimente und lasst den Schluss zu, dass die
katalytische Aktivitat von SENP3 direkt fur die Demodifikation von SUMO2-
modifiziertem NPM1 verantwortlich ist.

SENP5C7138 = = = = - + =
SENPS = 2= = zm Gbum =
SENP3C5328 = - - + -
SENP3 - - +
sumMo2 - - -
sumMo1 - + + + + +
NPM1 + +

+
I

I
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I
+ 1+ 1
+ 1+ + 1
+ 1+ 1+
+ 1+ 1
+ 1+ 1

<+ NPM12xSUMO
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+ Flag-SUMO2GG-HA
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Abb. 15: SENP3 katalysiert die Desumoylierung von NPM1 in vitro

%S-markiertes, mittels in vitro Transkription/Translation generiertes NPM1 wurde mit rekombinantem
E1, E2 und SUMO1 (Spur 2-6) bzw. SUMO2 (Spur 7-11) in der Anwesenheit von ATP inkubiert. Die
Kontrollreaktion (Spur 1) enthielt kein SUMO. Nach der Modifikationsreaktion wurde in vitro
transkribiertes/translatiertes SENP3 oder SENP5 bzw. deren katalytisch inaktive Mutanten wie
angegeben hinzugegeben. Um die Aktivitat von in vitro translatiertem SENP3 und SENP5 zu testen,
wurde N-terminal mit einem Flag und C-terminal mit einem HA-Epitop versehenes SUMO?2 in vitro
translatiert nach der Modifikationsreaktion inkubiert. Die Menge an SENP3 bzw. SENP5 und deren
Mutanten sind in der unteren Autoradiographie gezeigt.

Zusammenfassend zeigen damit die bisherigen Experimente, dass p14"%F und
SENP3 als regulatorische Komponenten den dynamischen Zyklus der Sumoylierung
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und Desumoylierung von NPM1 kontrollieren. Im Folgenden sollte die Funktion dieser
regulierten Modifikation von NPM1 untersucht werden.

3.1.3 Depletion von SENP3 inhibiert die Reifung der 28S rRNA

NPM1 ist ein multifunktionales Protein, das Aufgaben in den verschiedensten
zellularen Prozessen wie etwa der Verdopplung von Centrosomen, der Antwort auf
DNA-Schaden, der Regulation der Transkription, sowie der Proteinfaltung und der
Reifung ribosomaler RNA hat (Grisendi et al., 2006). Die Beteiligung bei der Reifung
der 28S rRNA scheint hierbei die zentrale Funktion von NPM1 im Nukleolus zu sein.
Abb. 16A fasst die wichtigsten Schritte der Prozessierung ribosomaler RNA
zusammen. Die 47S pra-rRNA reift dabei Uber zahlreiche Zwischenstufen zu den
maturierten 18S, 5,8S und 28S rRNA-Spezies heran. NPM1 beeinflusst dabei Uber
die Prozessierung der 32S rRNA die Entstehung der gereiften 28S rRNA, (ltahana et
al., 2003; Savkur und Olson, 1998). NPM1 ist an der Spaltung innerhalb der ITS2-
Region des 32S rRNA Intermediats beteiligt, aus dem die reifen 28S und die 5,8S
rRNA-Formen hervorgehen.

Um zu Uberprufen, ob SENP3 ebenfalls Einfluss auf die Prozessierung der 32S
rRNA nimmt, wurden die Expressionsniveaus von SENP3 und SENPS5 mit siRNA-
Oligonukleotiden reduziert. Die Depletion der Proteine wurde dabei durch einen
Western Blot mit den jeweiligen Antikorpern Uberpruft. Als Positivkontrolle diente in
diesem Versuch ein siRNA-Oligonukleotid gegen die mRNA von NPM1. Nach
Depletion der entsprechenden Proteine wurde fur die radioaktive Markierung der RNA
eine sogenannte metabolische in vivo Markierung durchgefuhrt. Hierbei wird dem
Zellkulturmedium *2P-Orthophosphat fiir 1h zugegeben. Nach dem Entfernen der
Radioaktivitat und einer Inkubation fur weitere 2h mit nichtradioaktivem Medium kann
die Prozessierung der so markierten RNA nach Praparation der Gesamt-RNA,
Auftrennung derselben Uber ein denaturierendes Agarose-Gel und Autoradiographie
verfolgt werden. Da die ribosomale RNA dabei im Vergleich zur restlichen mRNA sehr
abundant ist, heben sich die 47S Vorlauferform sowie einzelne prozessierte rRNA
Formen in der Autoradiographie klar ab.

Abb. 16B zeigt, dass neben der 47S rRNA-Vorlaufer-Form, das 32S Intermediat,
sowie die reifen 28S und 18S rRNA-Formen deutlich detektiert wurden. In
unbehandelten Zellen (Abb. 16B, Spur 1), sowie der Kontrolltransfektion mit einem
unspezifischen Oligonukleotid (Abb. 16B, Spur 2) zeigte sich die 28S rRNA Spezies
als die abundanteste Form. Im Einklang mit der bereits beschriebenen Rolle von
NPM1 als 32S-Prozessierungsfaktor war in NPM1-depletierten Zellen dagegen eine
deutliche Abnahme der reifen 28S rRNA-Form sichtbar (Abb. 16B, Spur 3).
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Interessanterweise fuhrte eine Depletion von SENP3 mit zwei unabhangigen
Oligonukleotiden ebenfalls zu einer dramatischen Abnahme der gereiften 28S rRNA
(Abb. 16B, Spuren 4 und 5). Eine Depletion von SENPS hingegen, zeigte keine Effekte
auf die Prozessierung der 32S rRNA. Somit scheint SENP3 ebenso wie NPM1 eine
zentrale Rolle bei der Reifung der 28S rRNA zu spielen.
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Abb. 16: Depletion von SENP3 inhibiert die Prozessierung ribosomaler RNA

(A) Ubersicht (ber die wichtigsten Schritte der Prozessierung ribosomaler RNA (B) HelLa S3 Zellen
wurden mit siRNAs gegen NPM1, SENP3 und SENP5 wie angegeben transfiziert. Als Kontrollen
dienten die Transfektion eines unspezifischen Oligonukleotids (GI2) sowie Puffer ohne Oligonukleotid.
72h nach Transfektion wurden die Zellen 1h mit 32P—Orthophosphat markiert. Nach Entfernung der
Radioaktivitat wurden die Zellen fiir weitere 2h inkubiert. Nach Praparation der Gesamt-RNA wurde eine
gleiche Menge an RNA auf ein denaturierendes Agarose-Gel geladen und die eingesetzte RNA-Menge
durch EtBr-Farbung der 28S- und 18S-rRNA Uberprift. Die Depletion der entsprechenden Proteine
wurde in einem Western Blot Uberprift. ETS = externer transkribierter Spacer, ITS = interner
transkribierter Spacer.

3.1.4 SENP3 und NPM1 sind epistatisch
Trotz der Gleichartigkeit der Effekte einer Depletion von SENP3 und NPM1 auf die
Prozessierung der 32S rRNA, der Interaktion beider Proteine und der SENP3-
vermittelten Demodifikation von sumoyliertem NPM1, bestand gleichwohl die
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Maglichkeit, dass beide Proteine unabhangig voneinander ihre Funktion wahrend der
Reifung ribosomaler RNA erfullen. Um die Frage zu adressieren, ob SENP3 und
NPM1 in einem gemeinsamen Reaktionsweg in der Ribosomenbiogenese wirken,
wurde ein siRNA-basierter Epistase-Versuch durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurden
beide Proteine sowohl einzeln als auch gemeinsam in HeLa S3 Zellen depletiert und
erneut mittels in vivo Markierung die Prozessierung ribosomaler RNA verfolgt.
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Abb. 17: SENP3 und NPM1 sind epistatisch bei der Prozessierung ribosomaler RNA

(A) HelLa S3 Zellen wurden mit siRNA-Oligonukleotiden wie angegeben transfiziert. Als Kontrolle diente
die Transfektion eines unspezifischen Oligonukleotids. 72h nach Transfektion wurden die Zellen 1h mit
32P—Orthophosphat markiert. Nach Entfernung der Radioaktivitat wurden die Zellen fir weitere 2h
inkubiert. Nach Praparation der Gesamt-RNA wurde eine gleiche Menge an RNA auf ein
denaturierendes Agarose-Gel geladen und die eingesetzte RNA-Menge durch EtBr-Farbung der 28S
und 18S rRNA Uberprift. Die Depletion der entsprechenden Proteine wurde in einem Western Blot
Uberpriuft. (B) Die Signalintensitaten der 28S und der 32S rRNA Formen wurden in einem
Phosphoimager analysiert und das Verhaltnis 28S/32S bestimmt.

Wie in Abb. 17 zu sehen ist, erschien in Zellen, die mit einem Kontroll-Oligonukleotid
transfiziert wurden, die 28S rRNA Spezies wieder als die abundanteste Form (Abb.
17A, Spur 1), wohingegen in Zellen mit reduziertem Expressionsniveau von SENP3
bzw. NPM1 oder von SENP3 und NPM1 in Kombination deutliche Defekte bei der
Prozessierung der 32S rRNA auftraten (Abb. 17A, Spuren 2 - 6). Die Signale der 28S
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und 32S rRNA Spezies wurden schlieBlich mit Hilfe eines Phosphoimagers
quantifiziert und das Verhaltnis 28S/32S rRNA ermittelt (Abb. 17B). Eine Depletion von
NPM1 und SENP3 flhrte zu einer etwa 50%igen Reduktion des Verhaltnisses
zwischen 28S und 32S rRNA im Vergleich zur Kontrolle. Eine Ko-Depletion beider
Proteine konnte diesen Effekt nicht weiter verstarken. Dies ist ein deutlicher Hinweis
darauf, dass SENP3 und NPM1 in einem gemeinsamen Reaktionsweg und nicht
unabhangig voneinander bei der Reifung der 28S rRNA agieren.

3.1.5 Sumoylierung von NPM1 beeintrachtigt die Reifung der 28S rRNA

Vor dem Hintergrund der beschriebenen Resultate, sollte im Weiteren untersucht
werden ob die Sumoylierung von NPM1 dessen Funktion bei der Prozessierung der
32S rRNA kontrolliert. Hierzu sollte zum einen die Aktivitat einer nicht mehr
sumoylierbaren Mutante von NPM1 bei diesem Prozess untersucht werden. Um
insbesondere die Bedeutung der SENP3-vermittelten Dekonjugation zu verstehen,
sollte zusatzlich eine konstitutiv sumoylierte Version von NPM1 in Form eines
Fusionsproteins generiert werden. Um die Aktivitat dieser NPM1 Versionen zu testen,
wurde eine knock-down/knock-in-Strategie verfolgt (Holzel et al., 2007), bei der nach
siRNA-vermittelter Depletion von endogenem NPM1 die Komplementation dieses
knock-downs mit exogenen siRNA-resistenten Versionen von NPM1 erfolgte. Da fur
eine derartige Strategie, eine homogene Zellpopulation unerlasslich ist wurden die
NPM1 Formen in den pRTS1-Vektor kloniert, der dank seines EBV-basierten
OriP/EBNA1-Systems in Saugerzellen episomal repliziert und uber Hygromycin B
selektierbar ist (Bornkamm et al., 2005). Zusatzlich enthalt dieser pRTS1-Vektor noch
einen Tetracyclin/Doxycyclin induzierbaren Promotor. So erhalt man nach Transfektion
eines pRTS1-Konstruktes und Selektion mit Hygromycin B im Gegensatz zu einer
transienten Transfektion eine homogene Zellpopulation, die nach Induktion mit
Doxycyclin stabil das gewunschte Protein exprimiert. Jede NPM1-depletierte Zelle
muss gleichzeitig eine exogene Version von NPM1 enthalten, da ansonsten keine
Aussagen Uber das Potential der jeweiligen NPM1-Version fur eine Komplementation
getroffen werden kann.

3.1.5.1 Lysin263 ist nicht die Hauptakzeptorstelle in NPM1 fiir SUMO2

Um zu dberprufen, ob ein nicht mehr sumoylierbares NPM1 direkten Einfluss auf die
Prozessierung ribosomaler RNA hat, musste zunachst das fur die Sumoylierung
verantwortliche Lysin mutiert werden. NPM1 besitzt 33 Lysine, von denen sich vier
innerhalb einer yKxE/D-Konsensussequenz fur eine Modifikation mit SUMO befinden.

Drei dieser Konsensus-Lysine haben offenbar keinen Einfluss auf den
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Sumoylierungsstatus von NPM1 (Tago et al., 2005), wohingegen Lysin263 in einer
aktuellen Veroffentlichung als Haupt-Modifikationsstelle fur SUMO beschrieben wurde
(Liu et al., 2007). Eine NPM*?***_Mutante soll dabei neben fehlerhafter Sumoylierung
auch Defekte in der nukleolaren Lokalisierung aufweisen und sollte deshalb auf ihre
Fahigkeit getestet werden, eine Depletion von endogenem NPM1 komplementieren zu
kdnnen.

Zunachst sollten die publizierten Daten der Ye-Gruppe noch einmal verifiziert
werden. Abb. 18A zeigt, dass NPM1K23R jn Gegenwart von p14*"F immer noch
sumoyliert wird (Abb. 18A, Spur 6) und dass im Vergleich zu NPM1"! (Abb. 18A, Spur
3) auch keine Reduzierung der SUMO-modifizierten Formen erkennbar war. Ein
Experiment zur in vitro Sumoylierung (sieche 3.1.2) von NPM1¥?®®R fiihrte zu
demselben Ergebnis (Abb. 18B). Auch hier war kein Unterschied im Bezug auf das
Ausmaly einer Modifikation mit SUMO2 zwischen beiden Versionen von NPM1 zu
erkennen (Abb. 18B, Spuren 3 und 6). Auch SUMO1 wurde mit gleicher Effizienz an
beide Proteine angeheftet (Abb. 18B, Spuren 2 und 5).

Diese  Ergebnisse und unabhangige Untersuchungen einer weiteren
Forschergruppe, die ebenfalls keine reduzierte Sumoylierung von NPM<®3R
beobachten konnte (Nishida und Yamada, 2008), zeigen damit, dass Lysin263
offenbar nicht die Haupt-Akzeptorstelle fur SUMO2 in NPM1 ist und konnten die Daten
von Liu et al. somit nicht bestatigen.

Damit im Einklang steht auch der Befund, dass NPM*®®  keine
Lokalisierungsdefekte wie von Liu et al. beschrieben (Abb. 18C) aufweist und keine
Defekte in Bezug auf die Prozessierung der 32S rRNA zeigt (Abb. 18D). Ein knock-
down/knock-in-Komplementationsversuch (siehe 3.1.5) mit anschlielender in vivo
Markierung zeigte, dass NPM1%%*R wie NPM1"" im vollen Umfang in der Lage ist,
Prozessierungsdefekte der 32S rRNA nach Depletion von endogenem NPM1 zu
revertieren (Abb. 18D).
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Abb. 18: NPM1¥?**R zeigt keine Defekte in Bezug auf SUMO Modifikation, nukleolire
Lokalisierung and rRNA Prozessierung

(A) Flag-NPM1 und Flag-NPM1"***R wurden alleine oder mit HA-p14""" und Hiss-SUMO2 in HEK293T
Zellen exprimiert. Hiss-SUMO Konjugate wurden iber magnetische Ni-NTA beads aufgereinigt und in
einem Western Blot mit anti-Flag Antikérper untersucht. Die Expression der jeweiligen Proteine wurde in
Western Blots mit den entsprechenden Antikorpern Uberprift. (B) *S-markiertes, mittels in vitro
Transkription/Translation generiertes NPM1 bzw. NPM1%%®*R wurde mit rekombinantem E1, E2 und
SUMO1 bzw. SUMO2 in der Anwesenheit von ATP inkubiert. Die Kontrollreaktionen (38puren 1 und 3)
enthielten kein SUMO. (C) HEK293T Zellen wurden mit Flag-NPM1 und Flag-NPM1“?**R transfiziert und
die Lokalisierung beider Proteine wurde anhand immunologischer Farbung mit anti-Flag Antikorper
bestimmt. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. Mafistab: 20um. (D) HelLa S3 Zellen, die
Tetracyclin/Doxycyclin induzierbare siRNA-resistente Versionen von Flag-NPM1 oder FIag—NPM1K263R
exprimierten, wurden entweder mit einem Kontroll-siRNA-Oligonukleotid oder zwei unterschiedlichen
NPM1-spezifischen siRNA-Oligonukleotiden transfiziert. Die Reaktion NPM1-1/2 beeinhaltete eine
Mischung aus NPM1-1 und NPM1-2, einem Oligonukleotid, das gegen die 3’nichttranslatierte Region
von NPM1 gerichtet ist. 72h nach der Transfektion wurden die Zellen mit 32P—Orthophosphat fur 1h
radioaktiv markiert und nach Entfernung der Radioaktivitat fir weitere 2h inkubiert. Nach Préparation
der Gesamt-RNA wurden gleiche Mangen an RNA auf ein denaturierendes Agarose-Gel geladen. Die
Ethidiumbromid-Farbung der 28S and 18S rRNA ist gezeigt. Die Expressionsniveaus der jeweiligen
Proteine wurde mittels Western Blots untersucht.

3.1.5.2 Eine lineare Fusion zwischen NPM1 und SUMO2 inhibiert die Reifung der
28S rRNA

Da offensichtlich keines der 4 Lysine in NPM1, die sich innerhalb einer Konsensus-

sequenz fur eine Modifikation mit SUMO befinden, als Haupt-Akzeptorstelle fur

SUMO2 dient, wurde ein alternativer und direkterer Ansatz gewahlt, um die Funktion

von sumoyliertem NPM1 in der Ribosomenbiogenese zu untersuchen. Wie bereits in

verschiedenen Arbeiten gezeigt werden konnte, kann eine lineare Fusion von SUMO
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an das Zielprotein die physiologische Funktion einer persistierenden Sumoylierung
imitieren (Huang et al., 2003; Ross et al., 2002; Steffan et al., 2004). Deshalb wurde
SUMO2 C-terminal an NPM1 fusioniert und die Funktionalitat diese Fusionsproteins im
Kontext der Reifung ribosomaler RNA Uberpriuft. Hierzu wurde erneut eine knock-
down/knock-in-Strategie (siehe 3.1.5) verfolgt, bei der homogene Zellpopulationen mit
induzierbarem Flag-NPM1 bzw. Flag-NPM1-SUMO2 erzeugt wurden und deren
Potential, eine Depletion von endogenem NPM1 kompensieren zu kénnen, in Form
einer in vivo Markierung uUberprift werden sollte. Die Depletion von endogenem
NPM1, sowie die Expression der jeweiligen zur Komplementation eingesetzten NPM1-
Konstrukte wurden mit Western Blots getestet.
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Abb. 19: Eine lineare Fusion SUMO2 an NPM1 interferiert mit der Prozessierung von rRNA

(A) HeLa S3 Zellen, die Tetracyclin/Doxycyclin induzierbare siRNA-resistente Versionen von Flag-
NPM1 oder Flag-NPM1-SUMO2 exprimieren, wurden entweder mit einem Kontroll-siRNA-
Oligonukleotid oder einem NPM/1-spezifischen siRNA-Oligonukleotid transfiziert. 72h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit 32P—Orthophosphat fir 1h radioaktiv markiert und nach Entfernung
der Radioaktivitat fur weitere 2h inkubiert. Nach Praparation der Gesamt-RNA wurden gleiche Mengen
an RNA auf ein denaturierendes Agarose-Gel geladen. Die Ethidiumbromid-Farbung der 28S and 18S
rRNA ist gezeigt. Die Expressionsniveaus der jeweiligen Proteine wurde mittels Western Blots
untersucht. (B) Die Signalintensitaten der 28S und der 32S rRNA Formen wurden in einem
Phosphoimager analysiert und das Verhaltnis 28S/32S bestimmt.

Abb. 19A macht deutlich, dass in Kontrollzellen, die nur mit Kontrollvektor transfiziert
wurden, erwartungsgemal eine deutliche Abnahme der gereiften 28S rRNA aus der
Depletion von NPM1 resultierte (Abb, 19A, Spur 2). Dieser Effekt wurde durch
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induziertes Flag-NPM1 vollstandig komplementiert (Abb. 19A, Spuren 3 und 4), wie
auch eine Quantifizierung der 28S und 32S rRNA-Banden mit einem Phosphoimager
und die Berechnung des Verhaltnisses 28S/32S rRNA zeigte (Abb. 19B). Flag-NPM1-
SUMO2 hingegen war nicht in der Lage, die Depletion von endogenem NPM1 zu
kompensieren. Obwohl das Expressionsniveau dieser SUMO2-Fusion vergleichbar mit
unfusioniertem NPM1 war (Abb. 19A, Western Blot, Spuren 3 und 4 bzw. 5 und 6),
konnte es den durch die Depletion von endogenem NPM1 hervorgerufenen Defekt in
der Reifung der 28S rRNA nicht komplementieren (Abb. 19A, Spuren 5 und 6, Abb.
19B, Spalten 5 und 6).

Zusammenfassend sprechen diese Daten dafur, dass ein Defekt in der
Desumoylierung von NPM1 direkt mit dessen Funktion bei der Prozessierung der 32S
rRNA interferiert.

Einen Hinweis, dass diese Fusion mit SUMO2 keine Auswirkungen auf die generelle
Funktionalitat von NPM1 hat, lieferte ein Experiment, bei dem das Fusionsprotein auf
generelle Eigenschaften von NPM1 wie etwa die Homodimerisierung oder die
Interaktion mit bekannten Interaktionspartnern getestet werden sollte. Flag-NPM1 bzw.
Flag-NPM1-SUMO2 wurde hierzu in HeLa S3 Zellen exprimiert. Beide mit dem Flag-
Epitop versehenen NPM1 Versionen sowie assoziierte Proteine wurden mittles anti-
Flag M2 Agarose aufgereinigt, uber SDS-PAGE aufgetrennt und in einem Western
Blot mit den entsprechenden Antikorpern detektiert. Abb. 20A zeigt, dass Flag-NPM1-
SUMO2 im selben Ausmal} wie Flag NPM1 mit endogenem NPM1 (Abb. 20A, Spuren
7 und 8, Pfeil) homodimerisieren konnte. Auch im Bezug auf die Interaktion mit
bekannten Bindungspartnern von NPM1, wie p14""F pRB, PARP-1 oder Histon H3
verhielt sich die Fusion analog zum Wildtyp-Protein (Abb. 20B, Spuren 7 und 8).
Zudem schien eine Fusion mit SUMO2 auch keine Veranderung in der subzellularen
Lokalisierung von NPM1 herbeizufuhren wie durch eine vergleichende
Immunfluoreszenz von Flag-NPM1-SUMO2 und Flag NPM1 gezeigt wurde (Abb.
20C). Diese Beobachtungen legen nahe, dass eine lineare Fusion von SUMO2 mit
NPM1 keine Auswirkungen auf die generelle Struktur und Funktion von NPM1 hat und
demzufolge geeignet ist, eine persistierende Modifikation von NPM1 mit SUMO2 zu
imitieren.
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Abb. 20: Flag-NPM1-SUMOZ2 interagiert noch mit NPM1 und Bindungspartnern von NPM1

(A), (B) HeLa S3 Zellen, die Tetracyclin/Doxycyclin induzierbare siRNA-resistente Versionen von Flag-
NPM1 oder Flag-NPM1-SUMO2 exprimierten, wurden wie angegeben mit Doxycyclin induziert. Nach
der Praparation von Zelllysaten wurden die entsprechenden Proteine mit anti-Flag M2 Agarose
immunprazipitiert. Gebundene Proteine wurden iber SDS-PAGE aufgetrennt und in Western Blots mit
den angegebenen Antikérpern untersucht. (A) exogenes Flag-NPM1 ist mit einem Sternchen,
endogenes NPM1 mit einem Pfeil markiert. (C) Die Lokalisierung von Tetracyclin/Doxycyclin
induzierbarem Flag-NPM1 und Flag-NPM1-SUMO2 in HeLa S3 Zellen wurde anhand immunologischer
Farbung mit anti-Flag Antikérper bestimmt. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. MaRstab: 60um bzw.
10um.
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3.2 Die Rolle von SENP3 in der Mitose

3.2.1 SENP3 wird wahrend der Mitose reguliert

Genetische Daten aus der Hefe zu den SUMO-Isopeptidasen Ulp1 und Ulp2 deuten
darauf hin, dass eine genaue Koordination von Sumoylierung und Desumoylierung
kritisch fur mitotische Ereignisse wie etwa den Eintritt in die Mitose oder die Kohasion
und Segregation von Chromosomen ist (Bachant et al., 2002; Li und Hochstrasser,
1999). Neuere Daten legen nahe, dass das SUMO-System auch in Saugerzellen fur
das Fortschreiten der Mitose und dabei vor allem fur die korrekte Funktion des
Centromers/Kinetochors entscheidend ist (Dawlaty et al., 2008; Di Bacco et al., 2006;
Zhang et al., 2008). Ein genaueres Verstandnis detaillierter Regulationsmechanismen
und mitotischer SUMO-Substrate fehlt jedoch bislang.

Um zu uberprufen, ob SENP3, ahnlich wie die SUMO-Isopeptidasen in Hefe eine
Funktion in der Mitose hat, sollte zunachst getestet werden, ob SENP3 selbst einer
mitotischen Regulation unterliegt. Zu diesem Zweck wurden HelLa S3 Zellen mittels
Nocodazol bzw. Thymidin arretiert und die Menge von SENP3 sowie sein
Laufverhalten mittels SDS-PAGE und anschlieRendem Western Blot untersucht.
Nocodazol inhibiert durch die Depolymerisierung von Mikrotubuli den Aufbau einer
funktionsfahigen mitotischen Spindel und fuhrt so zu Arretierung der Zellen in der
Prometaphase, wéhrend Thymidin im Uberschuss die Zellen durch Inhibition der
Nukleotid-Neusynthese am G1/S-Ubergang arretiert. In Extrakten von Nocodazol
arretierten Zellen (Abb. 21A, Spur 1) war dabei im Unterschied zu Extrakten von
Thymidin-behandelten und asynchronen Zellen deutlich eine sehr starke,
hoéhermolekulare anti-SENP3 reaktive Bande zu erkennen (Abb. 21A, Spuren 2 und
3). Um zu Uberprifen, ob es sich hierbei um eine Phosphorylierung von SENP3
handelte, wurden Zellextrakte mit A-Phosphatase behandelt. Diese Phosphatase
entfernt in vitro effektiv Phosphatgruppen von Proteinen und ist deshalb ein
geeignetes Werkzeug, um Phosphorylierungs-abhangige Retardierung des
Laufverhaltens von Proteinen rickgangig zu machen. Abb. 21 macht deutlich, dass es
sich bei der im Nocodazol Arrest zutage tretenden, anti-SENP3-reaktiven Spezies
tatsachlich um eine hyperphosphorylierte Form von SENP3 handelt, da diese nach
Inkubation mit A-Phosphatase ganzlich verschwand (Abb. 21B). Auch in asynchronen
Zellen scheint phosphoryliertes SENP3 vorzuliegen, da hier ebenfalls eine zweite,
allerdings viel schwachere und tiefer laufende Bande erkennbar ist, die nach
Inkubation mit A-Phosphatase ebenfalls verschwindet (Abb. 21A, B).
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Um zu untersuchen, wie sich die Phosphorylierung von SENP3 im weiteren Verlauf
der Mitose entwickelt, wurde nach Arretierung der Zellen in der Prometaphase
Nocadazol durch mehrmaliges Waschen aus dem Medium entfernt. Derart behandelte
Zellen kdnnen den Arrest in der Prometaphase Uberwinden, indem sie in Abwesenheit
von Nocodazol eine mitotische Spindel aufbauen und weiter in der Mitose und dem
Zellzyklus voranschreiten. Als Kontrolle fur die Progression in der Mitose diente dabei
die Detektion der Menge an CyclinB, das zu Beginn der Anaphase abgebaut wird.
Nach etwa 60min (Abb. 21C, Spur 4) wurde dabei eine zweite modifizierte Bande von
SENP3 etwas unterhalb der jetzt schwacher werdenden hyperphosphorylierten Form
sichtbar. Mit zuehmender Dauer nahm die hyperphosphorylierte Form dann immer
mehr zugunsten tiefer laufender Banden ab (Abb. 21C, Spuren 5-9).
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Abb. 21: SENP3 wird wiahrend der Mitose dynamisch phosphoryliert und abgebaut

(A) - (D) HeLa S3 Zellen wurden wie angegeben behandelt und Zelllysate in Western Blots mit den
angegebenen Antikdrpern getestet. Nocodazol arretierte Zellen wurden mit einem Doppel-Thymidin-
Block vorsynchronisiert. (A) HeLa S3 Zellen wurden mit Nocodazol in der Prometaphase arretiert, mit
Thymidin am G1/S-Ubergang arretiert oder blieben unsynchronisiert. (B) Asynchrone oder mit
Nocodazol arretierte HeLa S3 Zellen wurden nach Lyse mittels 0,5% NP40-Lysepuffer wie angegeben
mit Phosphatase-Inhibitoren bzw. A-Phosphatase behandelt. (C), (D) HeLa S3 Zellen wurden mit
Nocodazol arretiert und nach dessen Entfernung fiir die angegebenen Zeitspannen inkubiert. (D)
Proben wurden nach Lyse mit 0,5% NP40-Lysepuffer mit A-Phosphatase behandelt. (E) Quantifizierung

des Verhaltnisses SENP3/B-Tubulin.
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Die Ergebnisse in Abb. 21C zeigen nicht nur eine Veranderung des
Phosphorylierungsstatus, sondern scheinen auch auf eine generelle Abnahme der
Proteinmenge von SENP3 hinzuweisen. Da ein quantitativer Vergleich der Gesamt-
Menge an SENP3 in Abb. 21C aufgrund des unterschiedlichen Laufverhaltens nicht
moglich ist, wurden HelLa S3 Zellen wie in Abb. 21C behandelt und Lysate
anschliel3end mit A-Phosphatase inkubiert. Auf diese Weise konnte das Laufverhalten
samtlicher SENP3-Spezies zu allen Zeitpunkten angeglichen werden. Wie Abb. 21D
und eine Quantifizierung des Verhaltnisses SENP3/p-Tubulin in Abb. 21E zeigen,
nimmt auch die Gesamtmenge an SENP3 im Verlauf der Mitose dramatisch ab. So
betrug die relative Proteinmenge von SENP3 240min nach Entfernen des Nocodazols
noch etwa 36% des Wertes zum Zeitpunkt 0 und in asynchronen Zellen gar nur 26%.
Da weitere Daten darauf hinweisen, dass die Transkription von SENP3 Uber den
Zellzyklus hinweg konstant bleibt, scheint die Abnahme der Proteinmenge wohl auf
einen vermehrten Abbau von SENP3 zuruckzufuhren zu sein. SENP3 scheint also
sowohl Uber Phosphorylierung als auch einen Anstieg der Proteinmenge wahrend der
Mitose reguliert zu werden. Dies ist ein weiterer Hinweis fur die Bedeutung von
SENP3 wahrend dieser Zellzyklusphase.

3.2.2 SENP3 wird wahrend der Mitose an mehreren Stellen phosphoryliert

Um die Phosphorylierungsstellen von SENP3 zu kartieren, wurde Flag-SENP3 in
HeLa S3 Zellen exprimiert, Uber anti-Flag M2 Agarose aufgereinigt und
massenspektrometisch untersucht. Die Zellen blieben entweder unsynchronisiert oder
wurden mit Nocodazol bzw. Taxol arretiert. Im Gegensatz zu Nocodazol stort Taxol
den Abbau der Mikrotubuli und verhindert, dass eine dynamische Spindel wahrend der
Mitose entstehen kann. Es aktiviert dadurch genau wie Nocodazol den SAC und
arretiert Zellen in der Prometaphase, allerdings geht man davon aus, dass in Taxol-
arretierten Zellen zumindest teilweise noch eine Anheftung von Mikrotubuli an das
Kinetochor stattfinden kann. Gleichwohl konnen durch die fehlende Dynamik der
Spindel keine Zugkrafte mehr am Kinetochor entstehen, sodass der SAC auf diesem
Weg aktiviert wird. In Taxol-arretierten Zellen liegt also ein aktivierter SAC mit
angehefteten Mikrotubuli vor, wohingegen in Nocodazol arretierten Zellen weder eine
Anheftung stattfindet, noch Zugkrafte auftreten konnen. Da von einigen mitotischen
Regulatoren wie etwa den Kinasen Aurora B oder Plk1 bekannt ist, dass sie als
Sensoren fur das Auftreten von Zugkraften am Kinetochor und die Anheftung von
Mikrotubuli an das Kinetochor in unterschiedlicher Weise fungieren, ware auch eine
unterschiedliche Regulation der SENP3 Phosphorylierung in Nocodazol bzw. Taxol

arretierten Zellen denkbar. In Abb. 22 ist bei Nocodazol- sowie Taxol-arretierten Zellen
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eine deutlich hohermolekulare Spezies von Flag-SENP3 verglichen mit asynchronen
Zellen zu erkennen. Die schematische Darstellung der Ergebnisse aus der massen-
spektrometrischen Analyse der jeweils ausgeschnittenen hyperphosphorylierten bzw.
hypophosphorylierten Form von Flag-SENP3 zeigt, dass im Falle von Nocodazol-
arretierten Zellen zu den bereits in asynchronen Zellen vorhandenen vier
phosphorylierten Aminosauren acht weitere hinzukommen. Da die Peptidabdeckung
der massenspektrometischen Analyse etwa im Bereich von 45% liegt (Anhang Abb.
2), ist die wahre Anzahl an Phosphorylierungsstellen vermutlich noch hoher. Im
Vergleich zu Nocodazol fehlt in Taxol-arretierten Zellen in der Tat eine dieser Mitose-
spezifischen Phosphorylierungen, namlich an Threonin229. Dies konnte ein Hinweis
auf eine spezifische Regulation von SENP3 innerhalb der zwei unterscheidbaren
Phasen des SAC - die Anheftung von Mikrotubuli an das Kinetochor und das
Auftreten von Zugkraften am Kinetochor — sein.
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Abb. 22: Kartierung der Phosphorylierungsstellen von SENP3

Flag-SENP3 wurde in humanen HelLa S3 Zellen, die mit Nocodazol bzw. Taxol arretiert wurden oder
asynchron wuchsen, exprimiert und Uber eine anti-Flag M2 Agarose-Saule affinitatsgereinigt.
Gebundene Proteine wurden mit Flag-Peptid eluiert, Uber SDS-PAGE getrennt und mit Coomassie
Brilliant Blue R-250 angefarbt. Die hypophosphorylierte Bande von asynchronen sowie die
hyperphosphorylierten Banden aus Nocodazol bzw. Taxol arretierten Zellen wurden ausgeschnitten und
die Proteine massenspektrometrisch analysiert. Die schematische Darstellung zeigt eine Kartierung der
Phosphorylierungsstellen von SENP3. AS = asynchron, Noc = Nocodazol, Tax = Taxol.
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3.2.3 SENP3 interagiert mit Plk1

3.2.3.1 SENP3 interagiert mit Plk1 im yeast two hybrid System

Wie bereits erwahnt fungieren mitotische Kinasen als kritische Regulatoren der
Mitose. Vor dem Hintergrund der Mitose-spezifischen Phosphorylierung von SENP3
sollten die drei wichtigsten mitotischen Kinasen - Plk1, Cdk1 und Aurora B - in einem
gerichteten yeast two hybrid Versuch auf eine Interaktion mit SENP3 Uberprift
werden. Im Falle von PIk1 wurde zusatzlich dessen Bindedoméane PBD (polo box
binding domain), Uber die Plk1 zu seinen Substraten rekrutiert wird, auf Interaktion mit
SENP3 Uberpruft. Aus Abb. 23 wird ersichtlich, dass SENP3 mit Plk1 sowie PBD
interagiert, wohingegen zumindest in diesem experimentellen System keine Interaktion

von SENP3 mit Cdk1 und Aurora B zu erkennen war.
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Abb. 23: SENP3 interagiert mit Plk1 im yeast two hybrid System

Der Hefestamm PJ69-7a wurde mit den angegebenen Konstrukten transformiert und in gleichen
Mengen auf Selektionsplatten ausgetipfelt. AD: Konstrukte, die mit der GAL4-Aktivierungsdoméane
fusioniert wurden; BD : Konstrukte, die mit der GAL4-DNA-Bindungsdomane fusioniert wurden. L =
Leucin, W = Tryptophan, H = Histidin.

3.2.3.2 Die Interaktion mit Plk1 ist abhdngig vom Phosphorylierungsstatus von
SENP3

Die PBD von Plk1 erkennt in seinen Interaktionspartnern gewdhnlich ein kurzes,
praphosphoryliertes Sequenzmotiv. des S-pS/pT-P-Typs. Die Kirze dieser
Erkennungssequenz macht es moglich, Interaktionspartner von PIk1 mit der
sogenannten Farwestern-Methode zu untersuchen. Diese Technik wurde sich zu
Nutze gemacht, um die Interaktion zwischen SENP3 und Plk1 naher zu analysieren.
Es sollte zunachst untersucht werden, ob auch im Falle von SENP3 eine

Praphosphorylierung vonnéten ist, um mit PIk1 zu interagieren. Zunachst wurde Flag-
50



Ergebnisse

SENP3 in unsynchronisierten und Nocodazol arretierten HeLa S3 Zellen exprimiert
und Uber anti-Flag M2 Agarose aufgereinigt. Flag-SENP3 aus Nocodazol arretierten
Zellen wurde entweder nicht behandelt oder mit A-Phosphatase vollstandig
dephosphoryliert. Danach wurden die Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
Membran transferiert und anschlieBend mit rekombinanter GST-PBD inkubiert.
Gebundenes GST-PBD wurde im Anschluss daran mit einem gegen GST gerichteten
Antikorper detektiert. Abb. 24 verdeutlicht, dass eine Phosphorylierung von SENP3
essentiell fur die Interaktion mit PBD ist, da dephosphoryliertes SENP3 nicht mehr in
der Lage war, GST-PBD zu binden (Abb. 24A Spur 2). Phosphoryliertes SENP3 aus
Nocodazol arretierten Zellen hingegen zeigte eine starke Wechselwirkung mit GST-
PBD (Abb. 24A, Spur 3), wahrend SENP3 aus asynchron wachsenden Zellen nur
relativ schwach mit PBD interagierte (Abb. 24A, Spur 3). PBD bindet also im
Farwestern-Ansatz an phosphoryliertes SENP3.
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Abb. 24: SENP3 interagiert phosphorylierungsabhéngig mit Plk1

(A) — (C) Verschiedene Varianten von SENP3 wurden in HeLa S3 Zellen exprimiert und ber eine anti-
Flag M2 Agarose-Saule affinitatsgereinigt. Gebundene Proteine wurden iber SDS-PAGE getrennt und
in einem Western Blot in Form einer Farwestern-Analyse mit rekombinantem GST-PBD, anti-GST
Antikérper aus Kaninchen und anti-Kaninchen-lgG-Antikorper getestet. (A) Flag-SENP3 wurde in
asynchronen (Spur 1) oder Nocodazol- arretierten Zellen, die mit A-Phosphatase behandelt wurden
(Spur 2) oder unbehandelt blieben (Spur 3) exprimiert und einer Farwestern-Analyse unterzogen. (B),
(C) Verschiedene Flag-SENP3 Variianten wurden in Nocodazol-arretierten Zellen exprimiert und einer
Farwestern-Analyse unterzogen. 3xmut = T121A, T229A, T353A; 8xmut = S26A, S44A, T57A, S73A,
T121A, S212A, T229A, T353A; 13xmut = S26A, S44A, T57A, S73A, T121A, S169A, S181A, S188A,
S212A, S232A, S238A, T307A, T353A.
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3.2.3.3 Phosphoryliertes Serin26 dient als Andockstelle fiir Plk1 an SENP3

Nachdem die Phosphorylierungsstellen von SENP3 identifiziert worden waren und
sich die Farwestern-Analyse als geeignete Methode erwiesen hatte, eine von der
Phosphorylierung abhangige Interaktion von Plk1 und SENP3 nachzuweisen, sollte
die Bindungsstelle von Plk1 auf SENP3 kartiert werden. In einem ersten Ansatz
wurden dabei die bisher identifizierten Phosphorylierungsstellen von SENP3 in
Gruppen mutiert und wie in 3.2.3.2 in einer Farwestern-Analyse auf Interaktion mit
GST-PBD untersucht. Hier zeigte sich, dass eine Mutante, bei der drei
Phosphorylierungsstellen gegen Alanine ausgetauscht wurden, noch immer in der
Lage war, GST-PBD zu binden (Abb. 24B, Spur 2), wohingegen eine Version mit acht
mutierten Phosphorylierungsstellen, die die Mutationen der dreifach-Mutante und funf
weitere Mutationen enthielt, dazu nur noch sehr eingeschrankt fahig war (Abb. 24B,
Spur 3). Eine Version von SENP3, bei der alle zwdlf identifizierten
Phosphorylierungsstellen und eine zusatzliche putative Plk1-Phosphorylierungsstelle
mutiert worden waren, zeigte ebenfalls nur eine aulerst schwache Wechselwirkung
mit GST-PBD (Abb. 24B, Spur 4). Somit konnte die Zahl moglicher Plk1
Bindungsstellen von SENP3 auf funf eingegrenzt werden. Diese funf Aminosauren -
Serin26, Serin44, Threonin57, Serin73 und Serin212 - wurden schlielllich einzeln zu
Alaninen mutiert und diese Mutanten wieder in einer Farwestern-Analyse untersucht.
Abb. 24C zeigt, dass S26A als einzige dieser Mutanten nicht mehr in der Lage war,
GST-PBD zu binden (Abb. 24C, Spur 3). Die Tatsache, dass Serin26 dabei innerhalb
einer Cdk1-Konsensussequenz (S*-pS?°-P?’) liegt, ist ein zusatzlicher Hinweis darauf,
dass es sich hierbei um eine PBD-Bindestelle handelt, fur die eine
Praphosphorylierung durch Cdk1 bendtigt wird.

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass SENP3 einer mitotischen
Regulation in Form von Phosphorylierung und eventuell Proteindegradation unterliegt
und eine spezifische Phosphorylierung an Serin26 die Interaktion mit der mitotischen
Kinase Plk1 vermittelt.

Eine funktionelle Konsequenz der Bindung von Plk1 an SENP3 konnte die Plk1-
vermittelte Phosphorylierung von SENP3 sein. Daneben ist aber auch denkbar, dass
SENP3 als demodifizierendes Enzym fur Plk1 fungiert. Interessanterweise zeigte ein
erster Versuch zur in vitro Sumoylierung von Plk1 (Abb. 25A), dass Plk1 sowohl mit
SUMO1 als auch mit SUMO2 sehr effizient modifiziert wird. Ob Plk1 in vivo ein
mitotisches Substrat fur SUMO darstellt und SENP3 am Demodifikationsprozess
beteiligt ist, missen weitere Untersuchungen klaren.
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Plk1-3xSUMO

Plk1-2xSUMO
Plk1-SUMO

Plk1

Abb. 25: Plk1 wird in vitro sumoyliert

35S—markiertes, durch in vitro Transkription/Translation generiertes Plk1 wurde mit rekombinantem E1,
E2 und SUMO1 (Spur 2) bzw. SUMO2 (Spur 3) in der Anwesenheit von ATP inkubiert. Die
Kontrollreaktion (Spur 1) enthielt kein SUMO.

3.2.4 SENP3 interagiert mit Borealin und katalysiert dessen Desumoylierung

Wahrend eine direkte Beteiligung von SENP3 bei der Desumoylierung von Plk1
noch unklar ist, konnte ein erstes mitotisches Substrat von SENP3 jedoch in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Erich Nigg (Max-Planck-Institut fur Biochmie,
Martinsried) identifiziert werden. Ausgangspunkt dieser Arbeiten war dabei ein two
hybrid screen, bei dem Interaktionspartner der CPC-Komponente Borealin identifiziert
werden sollten (Klein et al., zur Veroffentlichung eingereicht). Im Rahmen dieses
screens wurden zunachst Ubc9 und SUMO1 als Interaktionspartner von Borealin
gefunden. Weitere Untersuchungen konnten schlielich zeigen, dass Borealin in vivo
und in vitro ein Substrat fur eine Modifikation mit SUMO1 und SUMOZ2/3 ist (Abb. 26),
unter endogenen Bedingungen jedoch praferenziell eine Modifikation mit SUMO2/3
erfolgt. Diese Modifikation scheint in der Metaphase - einer Phase, in der sich der
CPC an den Centromeren befindet - ihr Maximum zu erreichen (Abb. 26A, Spur 6).

Als weitere regulatorische Komponenten fur einen Zyklus von Sumoylierung und
Desumoylierung von Borealin konnten schlieRlich die SUMO-E3-Ligase RanBP2 und
SENP3 als SUMO-Isopeptidase identifiziert werden. Zunachst konnte eine Interaktion
von SENP3 bzw. RanBP2 mit Borealin im yeast two hybrid System und Uber
Immunprazipitationsexperimente in humanen HelLa S3 Zellen (Klein et al., zur
Veroffentlichung eingereicht, Markus Haindl, unveroffentlichte Daten) gezeigt werden.
Versuche mit transienter Uberexpression konnten SENP3 dabei in vivo als
dekonjugierendes Enzym fur SUMO2/3-modifiziertes Borealin beschreiben. Schliel3lich
konnte durch eine siRNA-vermittelte Verminderung des Expressionsniveaus von
SENP3 und RanBP2 gezeigt werden, dass beide Enzyme auch unter physiologischen
Bedingungen am Sumoylierungs-/Desumoylierungs-Zyklus von Borealin beteiligt sind
(Abb. 26C). Ein in vitro Experiment zur Demodifikation von Borealin untermauerte
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dabei zusatzlich den Befund, dass die katalytische Aktivitat von SENP3 direkt fur die
Demodifikation von SUMOZ2/3-modifiziertem, nicht aber SUMO1-modifiziertem
Borealin bendétigt wird (Abb. 26B, Spuren 3 und 8).
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Abb. 26: Borealin wird sumoyliert und SENP3 katalysiert die Demodifikation

(A) HeLa S3 Zellen wurden mit Hisg-Borealin transfiziert und mit 2mM Thymidin am G1/S-Ubergang
arretiert, mit 1uM Taxol in der Prometaphase arretiert oder nach Entfernen von Taxol fir die
angegebenen Zeitspannen inkubiert. Hisg-Borealin Konjugate wurden Gber magnetische Ni-NTA beads
aufgereinigt und in einem Western Blot mit anti-HA Antikdrper untersucht. Die Expression der jeweiligen
Proteine wurde in Western Blots mit den entsprechenden Antikérpern tberpruift. Abbildung aus: (Klein
et al., zur Veroffentlichung eingereicht) (B) %S-markiertes, durch in vitro Transkription/Translation
generiertes Myc-Borealin wurde mit rekombinantem E1, E2 und SUMO1 (Spur 2-6) bzw. SUMO2 (Spur
7-11) in der Anwesenheit von ATP inkubiert. Die Kontrollreaktion (Spur 1) enthielt kein SUMO. Nach der
Modifikationsreaktion wurde in vitro transkribiertes/translatiertes SENP3 oder SENP5 bzw. deren
katalytisch inaktive Mutanten wie angegeben hinzugegeben. Die Menge an SENP3 bzw. SENP5 und
deren Mutanten sind in dem unteren Autoradiogramm gezeigt. (C) HelLa S3 Zellen wurden mit den
angegebenen siRNA-Oligonukleotiden transfiziert, mit 2mM Thymidin in der S-Phase arretiert und nach
Wegnahme des Thymidins fir 10h wachsen gelassen, damit sie die Mitose erreichen. Hisg-SUMO
Konjugate wurden iber magnetische Ni-NTA beads aufgereinigt und in einem Western Blot mit anti-HA
Antikdrper untersucht. Die Expression der jeweiligen Proteine wurde in Western Blots mit den
entsprechenden Antikdrpern tUberpruft. Abbildung aus: (Klein et al., zur Verdffentlichung eingereicht).
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Die funktionellen Konsequenzen einer SUMO-Modifikation von Borealin blieben im
Rahmen der Untersuchung von Klein et al. offen. Zumindest die Lokalisation von
Borealin und des gesamten CPC am Centromer wurde von der Modifikation mit SUMO
jedoch nicht kompromittiert.

3.2.5 Depletion von SENP3 verzdgert den Beginn der Anaphase

Da die bisherigen Daten fur eine mitotische Funktion von SENP3 sprechen, sollte im
Weiteren untersucht werden, welche mitotischen Prozesse SENP3 reguliert. Hierzu
wurde die Auswirkung einer siRNA-vermittelten Depletion von SENP3 auf den
zeitlichen Verlauf der Mitose untersucht. Als Analyse-Methode bot sich hier Zeitraffer-
Mikroskopie an, da mit dieser Methode das dynamische Verhalten von Zellen Uber den
gesamten Verlauf der Mitose verfolgt werden kann. Um die Dynamik der DNA bzw.
der Chromosomen zu analysieren wurde eine HelLa S3 Zelllinie gewahlt, die ein stabil
in ihr Genom integriertes Histon H2B enthielt, das mit grin fluoreszierendem Protein
(GFP) markiert war. Nach Depletion von SENP3 stellte sich heraus, dass die
einzelnen Stadien der Mitose in Abwesenheit von SENP3 zwar normal durchlaufen
werden, die Zeitspanne von der Kondensation der DNA zu Beginn der Mitose bis zum
Beginn der Anaphase, d.h. der Trennung der Schwesterchromatiden jedoch enorm
verlangert war (Abb. 27A). Eine Quantifizierung dieser in Abb. 27A exemplarisch
gezeigten verlangerten Zeitspanne ergab eine mittlere Dauer von 79min in SENP3-
depletierten Zellen. Dem steht eine durchschnittliche Dauer von 37min in Zellen, die
mit einem Kontroll-Oligonukleotid behandelt wurden, gegenuber (Abb. 27B). Um
eventuelle Sekundareffekte eines einzelnen siRNA-Oligonukleotids auszuschliel3en,
wurde SENP3 noch mit einer zweiten siRNA depletiert. Hier verlangerte sich die
mittlere Zeitspanne bis zum Beginn der Anaphase sogar bis auf 97 Minuten (Anhang
Abb. 5). Da nachfolgende Phasen der Mitose bei Depletion von SENP3 wieder normal
abzulaufen scheinen, deutet dieses Ergebnis auf eine Aufgabe von SENP3 in frihen
mitotischen Stadien bis zum Beginn der Anaphase hin.
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Abb. 27: Depletion von SENP3 verzogert den Beginn der Anaphase

(A) HeLa S3 Zellen mit stabil integriertem Histon H2B-GFP wurden wie angegeben mit siRNA
Oligonukleotiden behandelt. Die Einzelbilder sind reprasentative Aufnahmen und zeigen das
Fortschreiten einzelner Zellen in der Mitose zu den angegebenen Zeitpunkten. Mafistab: 40um, Zeit
[h:min] (B) Quantifizierung der Zeitspanne zwischen DNA-Kondensation und Beginn der Anaphase (C)
Kontrolle der Depletion von SENP3 in diesem Experiment in Form eines Western Blots.

3.2.6 SENP3 beeinflusst den spindle assembly checkpoint

Einen Hinweis auf eine mogliche Funktion von SENP3 in der fruihen Mitose lieferte
ein screen der Arbeitsgruppe um Steven Elledge. In dieser systematischen Analyse
wurde nach Proteinen gesucht, deren Depletion die Funktion des SAC beeintrachtigt.
Charakteristischerweise fuhrt die Depletion von SAC-Komponenten zu einem
fehlerhaften Uberschreiten des SAC in Anwesenheit von Spindelgiften wie Nocodazol
oder Taxol. Dies manifestiert sich im Auftreten von Zellen mit mehrlappigen
Interphase-Nuklei statt kondensierter mitotischer DNA. SENP3 wurde dabei als eines
der Kandidaten-Proteine identifiziert, nach deren Depletion derartige mehrlappige
Interphase-Nuklei auftreten. Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurden HelLa S3
Zellen nach siRNA-vermittelter Depletion von SENP3 fur 24h mit Nocodazol behandelt
und der Zellzyklusstatus anschlieBend anhand einer FACS-Analyse untersucht. Im
Normalfall sollten Zellen in Gegenwart von Nocodazol aufgrund des Fehlens einer
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mitotischen Spindel in der Prometaphase mit aktiviertem SAC arretieren und einen
DNA-Gehalt von 4n aufweisen. Wird dieser Arrest allerdings durch eine Misregulation
etwaiger SAC-Komponenten fehlerhaft Uberrschritten, sollte es den Zellen moglich
sein — wenn auch fehlerhaft — die Mitose zu durchlaufen und in die G1 Phase des
Zellzyklus einzutreten. Im Falle von Kontrollzellen in Abb. 28 war eine deutliche
Akkumulation von Zellen mit einem DNA-Gehalt von 4n nach Behandlung mit
Nocodazol zu erkennen. Nach Depletion von Mad2 hingegen — einer essentiellen
Komponente des SAC — nahm die Menge an 4n-Zellen drastisch zugunsten von 2n-
Zellen ab. Derselbe Effekt war auch in SENP3-depletierten Zellen, allerdings etwas
abgeschwacht, zu erkennen. Auch hier nahm die 2n- auf Kosten der 4n-Zellpopulation
zu. Diese FACS-gestutzte Analyse bestatigt damit eine Funktion von SENP3 im SAC.
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Abb. 28: SENP3 beeinflusst den spindle assembly checkpoint

FACS-Analyse von HelLa S3 Zellen, die wie angegeben mit siRNA-Oligonukleotiden transfiziert und fir
24h mit Nocodazol behandelt wurden. Sowohl von der Zellkultur-Schale abgeldste als auch adharente
Zellen wurden geerntet und nach Propidiumjodid-Farbung des Chromatins auf ihren DNA Gehalt
untersucht. Es wurde die Menge an Zellen (counts) gegen den DNA-Gehalt (integriertes Signal des FI2-
Kanals, FI2-A) aufgetragen.

3.2.7 Lokalisierung von SAC-Proteinen nach Depletion von SENP3

Der genaue Mechanismus, wie der SAC die fehlende Anheftung von Mikrotubuli am
Kinetochor erkennt und daraufhin ein primares Signal weiterleitet, ist nur unvollstandig
verstanden. Essentiell scheint jedoch dafur die korrekte Lokalisierung von SAC-
Komponenten am Kinetochor zu sein, da die Mislokalisierung einzelner Proteine meist
zu einem Verlust eines funktionsfahigen SAC fuhrt (Chen et al., 1998; Taylor et al.,
1998). Die meisten der bisher bekannten SAC-Proteine scheinen dabei fur die
korrekte Lokalisierung von Mad2 erforderlich zu sein und befinden sich somit in dieser
Signalkaskade oberhalb von Mad2 (Vigneron et al., 2004). Aufgrund dieser
Abhangigkeiten lasst sich anhand der Lokalisierung von Mad2 und anderer SAC
Komponenten folglich eine erste Abschatzung treffen, an welchem Punkt in der SAC-
Signalkaskade SENP3 erforderlich ist.

Zu diesem Zweck wurden HelLa S3 Zellen nach Transfektion mit einem SENP3-
spezifischen sowie einem Kontroll-siRNA-Oligonukleotid mit einem Doppel-
Thymidinblock vorsynchronisiert und mit Nocodazol behandelt, um den SAC zu
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aktivieren. Da - wie in 3.2.6 gezeigt - eine Depletion von SENP3 jedoch zu einem
fehlerhaften Uberschreiten eines Nocodazol-induzierten Prometaphase-Arrests fiihrt,
mussten die Zellen noch zusatzlich mit dem Proteasom-Inhibitor MG132 vor der
Anaphase arretiert werden (Schema, Anhang Abb. 3). MG132 verhindert dabei den
APC/C-vermittelten, Ubiquitin-abhangigen Abbau von Securin und CyclinB und
verhindert so die Induktion der Anaphase. Fur die indirekte Immunfluoreszenz wurde
CREST-Antiserum als Kinetochor/Centromer-Marker benutzt. Abb. 29 verdeutlicht,
dass keines der exemplarisch getesteten SAC-Proteine nach Depletion von SENP3
mislokalisert. Jedes der Proteine zeigt namlich die fur SAC-Proteine typische
Lokalisation an den Enden des Centromers. Sowohl Hec1, das eine essentielle
Funktion bei der Anheftung von Mikrotubuli an Kinetochore und der Stabilitat dieser
Interaktion hat (DeLuca et al., 2006), als auch BubR1, das zusammen mit Mad2 und
Bub3 einen inhibitorischen Komplex mit Cdc20, den sogenannten MCC (mitotic
checkpoint complex) bildet (Sudakin et al., 2001), lokalisierten in SENP3-depletierten
Zellen normal (Abb. 29A und B). Auch Mad2 selbst (Abb. 29D) sowie dessen
Zielprotein Cdc20 (Abb. 29C) akkumulierten trotz einer effektiven Depletion von
SENP3 (Abb. 29E) noch an Kinetochoren. Auch ein zweites siRNA-Oligonukleotid, das
ebenfalls zu einer effektiven Verringerung des Expressionsniveaus von SENP3 fluhrte,
hatte keine Mislokalisierung eines der getesteten SAC-Proteine zur Folge (Anhang
Abb. 6). Als Positivkontrolle diente die Depletion von PICH, einer ATPase der SNF2-
Familie, die gemal} publizierter Daten (Baumann et al., 2007), eine selektive
Mislokalisierung von Mad2 zur Folge hatte (Anhang Abb. 6 D).

Zusammengenommen zeigen diese Daten, dass die Depletion von SENP3 nicht wie
die Depletion der meisten SAC-Komponenten zu einer Mislokalisierung von Mad2
fuhrt und damit unterhalb oder parallel von Mad2 in der SAC-Signalkaskade agiert.

58



Ergebnisse

A CREST Uberlagerung

l«B-Tubulin

siKontrolle

a-B-Tubulin

SiSENP3-1

B . Uberlagerung

siKontrolle

SiISENP3-1

C Uberlagerung

siKontrolle

SiSENP3-1

D Uberlagerung

siKontrolle

SiSENP3-1

Abb. 29: Lokalisierung von SAC-Proteinen nach Depletion von SENP3

(A) — (D) Die Lokalisierung einzelner SAC-Proteine in HeLa S3 Zellen wurde nach Transfektion des
angegebenen siRNA-Oligonukleotids anhand immunologischer Farbung mit den angegebenen
Antikérpern bestimmt (grin). DNA wurde mit DAPI angefarbt. CREST-Antiserum (rot) wurde als
Kinetochor/Centromer-Marker benutzt. MaRstab: 5um. Einzelne Kinetochor-Paare wurden vierfach
vergrofert. (E) Depletion von SENP3 in den fiir diesen Versuch benutzten Zellen.
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3.2.8 Cdc20 wird in vitro mit SUMO modifiziert

Einen Hinweis auf eine Funktion von SENP3 unterhalb von Mad2 in der SAC-
Signalkaskade lieferte eine Untersuchung zur in vitro Sumoylierung verschiedener
SAC-Proteine. Hier zeigte sich, dass Cdc20 im Vergleich zu dem bereits als SUMO-
Substrat beschriebenen BubR1 (Zhang et al., 2008) sehr effektiv mit SUMO1 und
SUMO2 modifiziert werden kann (Abb. 30, Spuren 14 und 15). Andere exemplarisch
getestete SAC-Proteine hingegen (Mad1, Bub3, Mad2) konnten in diesem Ansatz
nicht sumoyliert werden (Abb. 30, Spuren 4 - 12) und zeigen so die Spezifitat dieses
Versuches.

Cdc20 wird also in vitro mit SUMO modifiziert. Wie in der Diskussion beschrieben,
konnte diese Sumoylierung ahnlich wie die Ubiquitinierung von Cdc20 (Stegmeier et
al., 2007) ein Mechanismus sein, Uber den die Weiterleitung des SAC-Signals uber die

Regulation von Interaktionen seitens Cdc20 gesteuert
wird.
SUMO2 + + + + +
SUMO1 + + + + +
SAC-Protein + + + + o+ o+ + o+ o+ + o+ o+

. « Cdc203xsuMo
« Cdc202+suno

358 4 Cdc20SumMo
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1 2 3
BubRI Mad1 Bub3 Mad2 Cdc20

Abb. 30: in vitro Sumoylierung von SAC-Proteinen

%*S-markiertes, in vitro translatiertes BubR1, Mad1, Bub3, Mad2 und Cdc20 wurden mit rekombinantem
E1, E2 und SUMO1 (Spuren 2, 5, 8, 11, 14) bzw. SUMO2 (Spuren 3, 6, 9, 12, 15) in Anwesenheit von
ATP inkubiert. Die Kontrollreaktionen (Spuren 1, 4, 7, 10, 13) enthielten kein SUMO.

3.3 Die Rolle von SENP6 in der Mitose

3.3.1 Depletion von SENP6 verhindert den Arrest von Zellen mit Nocodazol

Die Ergebnisse dieser Arbeit zur Funktion von SENP3 deuten darauf hin, dass eine
Dekonjugation von SUMO2/3 fur eine korrekte Funktion des SAC erforderlich ist. Im
Weiteren sollte nun gepruft werden, ob auch andere Mitglieder der humanen SENP-
Familie den spindle assembly checkpoint beeinflussen.

Zu diesem Zweck wurden HelLa S3 Zellen nach Depletion der entsprechenden
Proteine mit einem doppelten Thymidinblock synchronisiert und nach Freisetzung aus
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diesem Block mit Nocodazol behandelt, um den SAC zu aktivieren und einen Arrest in
der Prometaphase herbeizufuhren.
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Abb. 31: Akkumulation von Interphase-Zellen im Nocodazol-Arrest nach Depletion von SENP6
(A) HeLa S3 Zellen wurden mit den angegebenen siRNA-Oligonukleotiden transfiziert, mit einem
Doppel-Thymidinblock vorsynchronisiert und nach Freisetzung aus dem zweiten Thymidinblock mit
Nocodazol arretiert. Nach 16h wurden Phasenkontrastaufnahmen der Zellen gemacht. (B) Der relative
mRNA Gehalt einzelner SENPs wurde in einer Realtime RT-PCR gemessen. Aufgetragen ist das
Verhaltnis der mRNA des jeweiligen SENPs und der mRNA des Haushaltsgens Porphobilinogen
Deaminase (PBG-D) relativ zu siKontrolle. Das Verhaltnis SENP/PBG-D wurde dabei in siKontrolle
jeweils auf 100% gesetzt. (C) Depletion einzelner SENPs wurde - sofern die entsprechenden Antikérper
verfligbar waren - in einem Western Blot untersucht.

16h nach Aufhebung des Thymidinblocks wurden schlie3lich Phasenkontrastbilder
der Zellen aufgenommen (Abb. 31A) und die Depletion mit einer Quantifizierung der
relativen mRNA-Mengen (Abb. 31B) oder - soweit Antikorper gegen das jeweilige
SENP verfugbar waren - mit Western Blots (Abb. 31C) uberpruft. Im Falle einer
Transfektion mit einem unspezifischen Kontroll-siRNA-Oligonukleotid waren dabei
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konsistent mit einem Arrest in der Prometaphase abgerundete mitotische Zellen
sichtbar. Wurde Mad2 depletiert und auf diese Weise die Funktion des spindle
assembly checkpoints kompromittiert, zeigten sich normale adharente Interphase-
Zellen, die offenbar den Arrest mit Nocodazol fehlerhaft Uberschritten hatten. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen in 3.2.6 war derselbe Effekt auch in SENP3-
depletierten Zellen sichtbar, allerdings schien das Uberschreiten des Nocodazol-
Arrests dabei sehr vom Expressionsniveau von SENP3 abhangig zu sein, da bei nur
leicht verringerter SENP3-Expression (Abb. 31B/C, siSENP3-2) auch nur wenige
Interphase-Zellen in Anwesenheit von Nocodazol zu sehen waren (Abb. 31A,
siSENP3-2). Depletion von SENP1, SENP2 und SENP5 schien dabei keinen Effekt
auf die Funktion des SAC zu haben, wohingegen eine Depletion von SENP6 zu einer
deutlichen Akkumulation von Interphase-Zellen fuhrte.

siKontrolle

§ H2B-GFP

DIC

siMad2

H2B-GFP

DIC

SiISENP6-1

Abb. 32: Depletion von SENP6 fiihrt zu fehlerhaftem Uberschreiten eines Nocodazol-Arrests

(A) HeLa S3 Zellen mit stabil integriertem Histon H2B-GFP wurden wie angegeben mit siRNA
Oligonukleotiden transfiziert und nach einem Doppel-Thymidinblock mit Nocodazol behandelt. Die
Einzelbilder sind reprasentative Aufnahmen und zeigen das Verhalten einzelner Zellen in der Mitose zu
den angegebenen Zeitpunkten. MaRstab: 40um, Zeit [h:min].
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Unter diesen Versuchsbedingungen ware allerdings das Auftreten von Interphase-
Zellen nicht allein durch ein fehlerhaftes Uberschreiten des SAC, sondern ebensogut
durch einen pramitotischen Arrest in der G2-Phase erklarbar waren. Um zwischen
diesen beiden Szenarien zu unterscheiden, wurde das Verhalten von SENPG-
depletierten Zellen, die mit Nocodazol behandelt wurden, mittels Zeitraffer-Mikroskopie
in einer HeLa S3 Zelllinie mit stabil integriertem Histon H2B-GFP verfolgt (Schema,
Anhang Abb. 4). Zellen, die mit einem Kontroll-siRNA-Oligonukleotid transfiziert
wurden, rundeten sich dabei wie erwartet ab und zeigten deutlich eine fur einen
Prometaphase-Arrest typische Kondensation der DNA (Abb. 32). Depletion von Mad2
- als Positivkontrolle fur einen kompromittierten SAC - fuhrte zu einer fehlerhaften
Induktion der Anaphase und resultierte schlieBlich in der Entstehung multinuklearer
Zellen mit mehrlappigen Zellkernen. Dasselbe Szenario war in SENPG6-depletierten
Zellen mit zwei unabhangigen siRNA-Oligonukleotiden sichtbar (Abb. 32, Anhang Abb.
7). Auch hier leiteten Zellen nach Abrundung und Kondensation der DNA fehlerhaft die
Anaphase ein und wurden schlie3lich nach einer inkorrekten Cytokinese multinuklear.

Diese Beobachtungen machen deutlich, dass ein pramitotischer Arrest SENPG6-
depletierter Zellen ausgeschlossen werden kann und weisen - vor allem im Hinblick
auf die Analogie der Ereignisse in Mad2-depletierten Zellen - auf eine Funktion von
SENP6 im SAC hin.

3.3.2 Depletion von SENPG6 fuhrt zu einer verfrihten Initiation der Anaphase

Um die Bedeutung von SENPG6 fur das Fortschreiten einer ungestorten Mitose zu
untersuchen, wurden HelLa S3 Zellen nach siRNA-vermittelter Depletion von SENP6
Uber Zeitraffer-Mikroskopie wie unter 3.2.5 beobachtet. Als Kontrollen dienten die
Transfektion eines unspezifischen siRNA Oligonukleotids und die Depletion von Mad2.
Ahnlich wie bei Versuchen in Nocodazol arretierten Zellen glichen sich die Phanotypen
von SENP6- und Mad2-depletierten Zellen wieder in auffalliger Weise. Die Depletion
beider Proteine fuhrte zu verschiedenen mitotischen Defekten wie etwa der
Unfahigkeit, eine definierte Metaphasenplatte zu bilden oder dem Auftreten von
lagging Chromosomen (Abb. 33A, Pfeile). Depletion von SENP6 mit einem zweiten
unabhangigen siRNA-Oligonukleotid fuhrte dabei zum selben Ergebnis (Anhang Abb.
8). SENP6 scheint also eine essentielle Funktion den Ablauf eines ungestorten
Zellzyklus zu haben, wie es auch bei anderen SAC-Proteinen der Fall ist (Bharadwaj
und Yu, 2004; Musacchio und Hardwick, 2002).

Ein Vergleich der zeitlichen Koordination der Initiation der Anaphase in Zellen mit
reduziertem Expressionsniveau von SENP6 bzw. Mad2 mit Kontrollzellen verdeutlichte
dabei, dass eine Depletion von SENP6 - ahnlich wie eine Depletion von Mad2 - zu
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einer signifikanten Beschleunigung der Initiation der Anaphase fuhrte. Die mittlere
Zeitspanne zwischen Kondensation der DNA und Beginn der Anaphase betrug dabei
in Kontrollzellen 36min und verkurzte sich bei einer Depletion von Mad2 auf 18min
bzw. 22min im Falle einer Depletion von SENP6 (Abb. 33B).
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Abb. 33: Depletion von SENP6 beschleunigt den Beginn der Anaphase

(A) HeLa S3 Zellen mit stabil integriertem Histon H2B-GFP wurden wie angegeben mit siRNA
Oligonukleotiden behandelt. Die Einzelbilder sind reprasentative Aufnahmen und zeigen das
Fortschreiten einzelner Zellen in der Mitose zu den angegebenen Zeitpunkten. Weille Pfeile zeigen
lagging Chromosomen an. MaRstab: 40um, Zeit [h:min] (B) Quantifizierung der Zeitspanne zwischen
DNA-Kondensation und Beginn der Anaphase (C) Kontrolle der Depletion von SENP6 in diesem
Experiment in Form eines Western Blots.

Ein zweites, unabhangiges siRNA-Oligonukleotid gegen SENP6 konnte diese

Zeitspanne nicht ganz so dramatisch verkurzen (31min, Anhang Abb. 8B), allerdings
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konnte es das Expressionsniveau von SENP6 auch nur schwach reduzieren. Dies
spricht fur eine starke Abhangigkeit der zeitlichen Koordination des Beginns der
Anaphase von der Menge an verfugbarem SENP6. Zusammengenommen zeigen
diese Ergebnisse, dass SENP6 als Komponente des SAC fungiert und den Zeitverlauf
der Mitose ahnlich wie Mad2 beeinflusst.

3.3.3 Depletion von SENP6 fiihrt zu einer selektiven Mislokalisierung von Mad2

Basierend auf diesen Ergebnissen sollte im Weiteren analog zu den oben
beschriebenen Experimenten zu SENP3 in Immunfluoreszenzexperimenten
untersucht werden, an welchem Punkt in der SAC-Signalkaskade SENPG6 erforderlich
ist. Zu diesem Zweck wurden wie unter 3.2.7 HeLa S3 Zellen nach Transfektion mit
einem SENPG6-spezifischen sowie einem Kontroll-siRNA-Oligonukleotid mit einem
Doppel-Thymidinblock vorsynchronisiert und mit Nocodazol bzw. MG132 arretiert.
(Schema, Anhang Abb. 3). Abb. 34 verdeutlicht, dass die mittels Immunfluoreszenz
exemplarisch getesteten SAC-Proteine Hec1, BubR1 und Cdc20 in SENPG6-
depletierten Zellen nach wie vor normal am Kinetochor lokalisierten (Abb. 34A, B, C).
Mad2 hingegen konnte in Zellen mit reduziertem Expressionsniveau von SENPG6 nicht
mehr am Kinetochor detektiert werden und schien in diesen Zellen einer selektiven
Mislokalisierung unterworfen zu sein (Abb. 34D). Als Positivkontrolle diente erneut die
Depletion von PICH, die gemaly publizierter Daten ebenfalls zu einer selektiven
Mislokalisierung von Mad2 fuhrte (Anhang Abb. 9D) (Baumann et al., 2007). Ein
zweites, unabhangiges siRNA-Oligonukleotid, das ebenfalls zu einer effektiven
Verringerung des Expressionsniveaus von SENPG6 fuhrte, zeigte dabei analoge Effekte
(Anhang Abb. 9). Die Western Blots in Abb. 34E und Anhang Abb. 9 E verdeutlichen
zudem, dass das Nichtvorhandensein von Mad2 am Kinetochor bei einer Depletion
von SENP6 nicht auf eine generelle Verringerung des Expressionsniveaus von Mad2
zuruckzufuhren ist. Zudem spricht die korrekte Lokalisierung von Hec1, BubR1 und
Cdc20 gegen eine generelle Storung der Kinetochor/Centromer-Struktur.

SENPG6 scheint also den SAC uber eine selektive Mislokalisierung von Mad2 zu
steuern und dabei keinen Einfluss auf den generellen Aufbau des
Kinetochors/Centromers zu nehmen.
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Abb. 34: Lokalisierung von SAC-Proteinen nach Depletion von SENP6

(A) — (D) Die Lokalisierung einzelner SAC-Proteine in HeLa S3 Zellen wurde nach Transfektion des
angegebenen siRNA-Oligonukleotids anhand immunologischer Farbung mit den angegebenen
Antikdrpern bestimmt (grin). DNA wurde mit DAPI angefarbt. CREST-Antiserum (rot) wurde als
Kinetochor/Centromer-Marker benutzt. MaRstab: 5um. Einzelne Kinetochor-Paare wurden vierfach
vergroRert. (E) Depletion von SENP6 in den fiir diesen Versuch benutzten Zellen.
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4 Diskussion

4.1 SENP3 kontrolliert die Reifung ribosomaler RNA

Die eukaryotische Ribosomenbiogenese ist ein aullerst energieaufwandiger und
genau regulierter Prozess, der von der Hefe bis zum Menschen in einer Reihe von
hochkonservierten Schritten ablauft. Das koordinierte Wirken einer Vielzahl von
Proteinen ist dabei notig, um eine Zelle ausreichend mit Ribosomen zu versorgen
und so deren Vitalitat sicherzustellen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die
SUMO-Isopeptidase SENP3 in diesen Prozess uber die Regulation der
Prozessierung der 32S rRNA eingreift. Hierbei scheint die SENP3-vermittelte
Demodifikation von SUMO2-modifiziertem NPM1 ein kritischer Schritt zu sein.

4.1.1 Desumoylierung von NPM1 ist ein kritischer Schritt bei der Ribosomen-
biogenese

Uber einen biochemischen Ansatz wurde im Zuge dieser Arbeit NPM1 als
Interaktionspartner von SENP3 identifiziert und die Interaktion beider Proteine durch
Immunprazipitations- und yeast two hybrid Experimente bestatigt. Wie bereits in der
Einleitung erwahnt, ist NPM1 ein multifunktionales Protein. Eine seiner
Hauptaufgaben ist die Kontrolle der Prozessierung des 32S rRNA-Vorlaufers zur
reifen 28S rRNA (siehe Schema Abb 15A) (Apicelli et al., 2008; Itahana et al., 2003;
Savkur und Olson, 1998), wobei der exakte Mechanismus, Uber den NPM1 in diesen
Prozess eingreift bisher ungeklart blieb. Einem Modell von Itahana et al. zufolge wirkt
p14""F dabei antagonistisch zu NPM1 indem es dessen Ubiquitinierung und Abbau
induziert (Iltahana et al., 2003). Allerdings zahlt NPM1 interessanterweise auch zu

einer Reihe von nukleolaren Proteinen, die p14ARF

-abhangig sumoyliert werden
(Tago et al.,, 2005). Die funktionelle Konsequenz dieser Modifikation war jedoch
bislang unklar. Vor dem Hintergrund der Interaktion zwischen NPM1 und SENP3
wurde untersucht, ob SENP3 als dekonjugierendes Enzym fur SUMO-modifiziertes
NPM1 fungiert. Durch Uberexpressionsversuche als auch unter endogenen
Bedingungen bei reduziertem Expressionsniveau von SENP3 konnte dies spezifisch
fur SUMO2-modifiziertes NPM1 in vivo aufgezeigt werden. Zudem konnte ein
Versuch zur in vitro Desumoylierung von NPM1 eine direkte dekonjugierende
Aktivitat von SENP3 fur SUMO2-modifiziertes NPM1 belegen. Diese Spezifitat fur
SUMO2 ist dabei konsistent mit Literaturdaten, die SENP3 eine strenge

Paralogspezifitat fur SUMO2 zuschreiben (Di Bacco und Gill, 2006; Gong und Yeh,
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2006; Nishida et al., 2000). Schliel3lich hatte eine Depletion von SENP3 neben der
Stabilisierung von NPM1-SUMO2-Konjugaten auch Defekte in der Prozessierung der
32S rRNA zur Folge und wies somit exakt denselben Effekt wie eine Depletion von
NPM1 auf. Ein weiterfUhrendes Experiment zur Epistase beider Proteine
verdeutlichte zudem, dass SENP3 und NPM1 Uber einen gemeinsamen und nicht
parallele Signalwege die Reifung der 32S rRNA steuern. Deshalb lag die Vermutung
nahe, dass der beobachtete Effekt einer Depletion von SENP3 in der
Ribosomenbiogenese auf die fehlende Desumoylierung von NPM1 zurtckzufuhren
ist und SUMO2-modifiziertes NPM1 somit die Prozessierung des 32S-Intermediats
negativ beeinflusst. Konsistent mit dieser Annahme zeigte eine konstitutiv mit
SUMO2 modifizierte Form von NPM1 ebenfalls Defekte in der Reifung der 28S
rRNA. Anhand dieser Daten konnte SENP3 als essentieller Faktor fur die
Ribosomenbiogenese identifiziert werden. Aullerdem weisen diese Ergebnisse
darauf hin, dass NPM1 ein kritisches Substrat von SENP3 bei diesem Prozess
darstellt.

4.1.2 Modell fiir die dynamischen Sumoylierung von NPM1

Den Ergebnissen dieser Arbeit entsprechend kann von einem Modell ausgegangen
werden, das NPM1 in den Kontext eines nukleoldaren und dynamischen
Sumoylierungs-/Desumoylierungs-Zyklus stellt, der p14**F im Konjugationsprozess
und SENP3 als dekonjugierendes Enzym einschliel3t (Abb. 35). Der exakte

Mechanismus der p14°°F

-stimulierten Konjugation von SUMO bleibt allerdings
letztendlich unklar. Die Expression von p14°%F fiihrt zu einer Akkumulation von
SUMO2 im Nukleolus und scheint damit dazu zu fuhren, dass SUMO2 in
ausreichenden Mengen flur eine Konjugation zur Verfiugung steht. Damit scheint
p14ARF

Idee zeigt p1

eine Sumoylierung auf indirektem Weg zu induzieren. Im Einklang mit dieser
4"%F zwar eine stimulierende Wirkung auf die Sumoylierung einer Reihe
von Substraten in vivo, hat aber in vitro keine direkte SUMO-Ligase Aktivitat (den
Besten et al., 2006; Tago et al., 2005). Denkbar ware demnach beispielsweise, dass
es seine stimulierende Wirkung auf die SUMO-Modifikation durch die Inhibition
nukleolarer Isopeptidasen entfaltet. Im Zuge dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt

4"RF zumindest die Interaktion von NPM1 und

werden, dass die Expression von p1
SENP3 nicht beeinflusst.

Im Gegensatz zu p14°%F fungiert SENP3 direkt als dekonjugierendes Enzym von
NPM1, da es auch in einem direkten in vitro Ansatz die Desumoylierung von SENP3
katalysiert. Die Tatsache, dass in keinem dieser Experimente eine desumoylierende
Aktivitat von SENP5 festgestellt werden konnte, spricht vor dem Hintergrund der
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engen Verwandtschaft beider SUMO-Proteasen zum einen fur die Spezifitat dieser
Experimente. Zum anderen zeigt dies, dass im Hinblick auf die Desumoylierung von
NPM1 keine uberlappende Aktivitat von SENP3 und SENP5 besteht und beide
SUMO2-spezifischen Isopeptidasen zumindest teilweise auf unterschiedliche
modifizierte Substrate im Nukleolus wirken. Zusammengenommen sprechen diese
Ergebnisse dafur, dass eine verstarkte Sumoylierung von NPM1, die entweder aus
einer Expression von p14*RF oder Reduktion des Expressionsniveaus von SENP3
resultiert, die Prozessierung ribosomaler RNA und damit die Ribosomenbiogense
inhibiert. Damit kdnnte die p14°~"-vermittelte Sumoylierung von NPM1 zu dessen
antiproliferativen Wirkung beitragen.

- NPM1
| sewes suwoz

Ribosomenbiogenese

NPM1

Abb. 35: Modell zur Sumoylierung von NPM1

NPM1 ist das Substrat eines dynamischen Sumoylierungs-/Desumoylierungs-Zyklus im Nukleolus, der
p14ARF im Konjugations- und SENP3 im Dekonjugationsprozess einschliet. Eine Modifikation von
NPM1 mit SUMO2 interferiert dabei mit dessen Funktion in der Ribosomenbiogenese.

4.1.3 Wie beeinflusst die Sumoylierung von NPM1 die Ribosomenbiogenese
auf molekularer Ebene?

In Anbetracht dieser Beobachtungen wirft sich nun natdrlich die Frage zum
molekularen Mechanismus auf, uber den eine SUMO2-Modifikation von NPM1 mit
dessen Funktion wahrend der Ribosomenbiogenese interferiert. Eine mogliche
Konsequenz der Sumoylierung nukleolarer Proteine konnte die Regulierung ihrer

Lokalisierung sein. Eine Korrelation zwischen Sumoylierung und Ausschluss aus
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dem Nukleolus wurde beispielsweise in humanen Zellen fur die nukleolare RecQ-
Helikase WRN und Topoisomerasel gezeigt (Mo et al., 2002; Woods et al., 2004),

4" induziert wird.

wobei die Modifikation von WRN interessanterweise auch von p1
Direktere Hinweise auf einen SUMO-abhangigen Ausschluss aus dem Nukleolus
ergaben Studien zu Rad52 in der Hefe S. cerevisiae (Torres-Rosell et al., 2007).
Interessanterweise wurde kurzlich eine Mutante von NPM1 beschrieben, die nicht

mehr sumoyliert werden kann (NPM1K2%%R)

und infolgedessen vom Nukleolus in das
Nukleoplasma relokalisiert (Liu et al., 2007). Diese Relokalisierung konnte allerdings
in dieser Arbeit nicht betatigt werden. Darlberhinaus konnte auch der beschriebene
Verlust der Sumoylierung von NPM*?R nicht reproduziert werden. Obwohl eine
SUMO-abhangige Relokalisierung von NPM1 ein attraktives Konzept ware, um die
beobachteten Defekte in der Ribosomenbiogenese zu erklaren, konnte weder nach
Uberexpression noch nach Depletion von SENP3 eine Veradnderung in der
Lokalisierung von NPM1 beobachtet werden (Markus Haindl, unveroéffentlichte
Daten). Auch eine Uberexpression von p14”7F fiihrt laut Literaturdaten zu keiner
Relokalisierung von NPM1, sondern scheint es vielmehr im Nukleolus
zuruckzuhalten (Brady et al., 2004). Diese Daten deuten darauf hin, dass eine
verstarkte Modifikation von NPM1 mit SUMO2 dessen Funktion also innerhalb des
Nukleolus beeinflusst. Interessanterweise besitzt der Nukleolus drei Substrukturen,
namlich das fibrillare Zentrum (FC), das dichte fibrillare Zentrum (DFC) und die
granulare Komponente (GC), die fur verschiedenen Schritte der Ribosomen-
biogenese verantwortlich zeichnen (Boisvert et al., 2007). NPM1 z.B. lokalisiert im
Einklang mit seiner Funktion in spateren Schritten der rRNA Reifung in der
granularen Komponente. In Anbetracht dieser Tatsache bestunde also noch die
Moglichkeit einer Relokalisierung von NPM1 innerhalb des Nukleolus nach einer
Modifikation mit SUMOZ2. Im Einklang mit einer intra-nukleolaren Beeinflussung der
Funktion von NPM1 durch eine Modifikation mit SUMO steht auch die Beobachtung,
dass p14"~F die Akkumulation von SUMO1 und SUMO2 im Nukleolus induziert (Tago
et al., 2005) (3.1.2, Abb. 13B).

Ein alternativer Mechanismus, wie eine Sumoylierung von NPM1 auf molekularer
Ebene die Prozessierung der 32S rRNA beeinflussen konnte, steht im Zusammen-

hang mit dem p14°~*

-abhangigen Abbau von NPM1. Wie erwahnt wurde in einer
Publikation der Zhang-Gruppe gezeigt, dass p14°~" der Funktion von NPM1 in der
Ribosomenbiogenese Uber die Induktion eines Ubiquitin-abhdngigen Abbaus von
NPM1 entgegenwirkt (Itahana et al., 2003). Die Ergebnisse dieser Arbeit hingegen
deuten auf eine Induktion der SUMO2-Modifikation von NPM1 durch p14*RF hin, was
letztendlich zum Verlust der Funktion von NPM1 in der Ribosomenbiogenese flhrt.
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Interessanterweise haben nun aktuelle Untersuchungen ein Zusammenspiel
zwischen Sumoylierung und einer Ubiquitinierung bei der Degradation von Proteinen
aufgedeckt. In manchen Fallen kann die Sumoylierung eines Proteins dessen
Interaktion mit einem SUMO Interaktionsmotiv (SIM) einer Ubiquitin Ligase vermitteln
und damit die Ubiquitinierung stimulieren (Prudden et al., 2007; Sun et al., 2007,
Uzunova et al.,, 2007). Ware ein aquivalenter Mechanismus auch im Falle der
SUMO2-Modifikation von NPM1 vorhanden, so konnten die Ergebnisse der Zhang-
Gruppe mit einer verstarkten SUMO-Modifikation von NPM1 erklart und mit den
Daten dieser Arbeit in Einklang gebracht werden.

Zusatzlich muss angemerkt werden, dass in dieser Arbeit zwar gezeigt wurde, dass
NPM1 und SENP3 in Bezug auf die Prozessierung der 32S rRNA epistatisch sind
und sich eine Modifikation mit SUMOZ2 negativ auf die Funktion von NPM1 in der
Ribosomenbiogenese auswirkt, aber NPM1 vermutlich nicht das einzige Substrat von
SENP3 in diesem Prozess darstellt. So wurde beispielsweise Pes1, eine
Komponente des PeBoW-Komplexes, der ebenfalls eine Rolle bei der Prozessierung
der 32S rRNA spielt (Holzel et al., 2005), als Substrat fur eine Modifikation mit
SUMO1 und SUMO2 gefunden (Markus Haindl, unverdffentlichte Daten).
Desweiteren weisen Daten aus der Hefe S. cerevisiae auf eine noch umfassendere
Rolle des SUMO-Systems in der Ribosomenbiogenese hin. Die Arbeitsgruppe um E.
Hurt konnte beispielsweise in genetischen Studien zeigen, dass sowohl
Sumoylierung als auch Desumoylierung wichtig flir die Formation und den Export
praribosomaler Partikel sind (Panse et al., 2006). Zusammengenommen deuten
diese Daten darauf hin, dass eine Beteiligung des SUMO-Systems in der
Ribosomenbiogenese ein evolutionar konservierter und hochgradig regulierter
Mechanismus ist.

4.2 SENP3 wird in der Mitose reguliert und beeinflusst mitotische
Vorgange

Eine immer groRer werdende Menge an Daten deutet darauf hin, dass die
Ribosomenbiogenese und die Funktion des Nukleolus selbst mit dem Fortschreiten
des Zellzyklus und der Mitose gekoppelt sind (Boisvert et al., 2007; Dez und
Tollervey, 2004). Allerdings sind bisher nur wenige Proteine bekannt, die am
Schnittpunkt dieser zellularen Vorgange wirken. Ein neues Beispiel solcher Proteine
konnte die SUMO-Isopeptidase SENP3 sein, da diesem Protein im Zuge dieser
Arbeit neben seiner entscheidenden Rolle in der Ribsomenbiogenese auch eine
mafgebliche Funktion in der Mitose zugeordnet werden konnte. So wird SENP3
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wahrend der Mitose in hohem Malde reguliert und ist neben der Desumoylierung der
chromosomal passenger complex (CPC)-Komponente Borealin noch fur die Kontrolle
des spindle assembly checkpoints (SAC) und die zeitliche Koordination der Initiation
der Anaphase verantwortlich.

4.2.1 SENP3 wird wahrend der Mitose reguliert und interagiert mit Plk1

Im Zuge dieser Arbeit konnte belegt werden, dass SENP3 zu Beginn der Mitose in
starkem Male phosphoryliert wird und dass diese Phosphorylierung im weiteren
Verlauf der Mitose wieder abnimmt. Diese dynamische Phosphorylierung konnte
einen Mechanismus darstellen, um die Aktivitat von SENP3 Uber mitotische Kinasen
und Phosphatasen zu regulieren. Eine Kartierung konnte als Phosphorylierungs-
stellen vor allem Serine und Threonine in der N-terminalen Domane von SENP3
identifizieren. Da den N-terminalen Domanen von Ulps/SENPs eine Rolle fur die
subzellulare Lokalisierung und Vermittlung von Interaktionen zu anderen Proteinen
zugesprochen wird (Hay, 2007; Mukhopadhyay und Dasso, 2007), konnte dies
darauf hindeuten, dass offenbar weniger die Aktivitat von SENP3 als vielmehr die
Lokalisierung oder die Interaktion mit bestimmten Proteinen durch die
Phosphorylierung gesteuert wird.

Parallel zu einer Reduzierung der Phosphorylierung von SENP3 erfolgt schliel3lich
auch eine Reduzierung der Proteinmenge der SUMO-Isopeptidase in spateren
mitotischen Stadien. Vor allem die Tatsache, dass das Expressionsniveau von
SENP3 zu Beginn der Mitose das von interphasischen Zellen um etwa das vierfache
Ubersteigt, ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass die Aktivitdt von SENP3
offensichtlich fur den korrekten Ablauf der Mitose bendtigt wird. Das Maximum an
SENP3-Expression zu Beginn der Mitose und die graduelle Verringerung der
Proteinmenge einhergehend mit einer Dephosphorylierung uber den weiteren Verlauf
der Mitose sprechen dabei vor allem fur eine Funktion dieser Isopeptidase in frihen
mitotischen Stadien. Wie bereits in der Einleitung erwahnt, stellt die Ubiquitin-
abhangige Degradation mitotischer Regulatoren neben der Phosphorylierung den
zweiten dominierenden Mechanismus fur die Kontrolle der Mitose dar. Da die
Proteinmenge von SENP3 im Verlauf der Mitose abnimmt und keine Regulation auf
der mRNA-Ebene im Verlauf des Zellzyklus festgestellt werden konnte (Klein et al.,
zur Veroffentlichung eingereicht), konnte SENP3 auch durch Proteindegradation
wahrend der Mitose reguliert werden. Interessanterweise enthalt SENP3 in der Tat
Motive in seiner Aminosauresequenz, die fur eine Ubiquitin-abhangige Degradation
verantwortlich sein kdnnten. Zum einen finden sich zwei Sequenzmotive, die exakt
einer sogenannten D-Box (destruction box) entsprechen, Uber die der APC/C
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gewohnlich seine Substrate erkennt und deren Ubiquitin-abhangige Degradation
einleitet (Peters, 2006). Desweiteren weist SENP3 ein sogenanntes Phosphodegron
auf, das als Erkennungsstelle fur einen zweiten Ubiquitin-Ligase-Komplex, den
SCFPTRCP_Komplex fungiert (Watanabe et al., 2005). Ein derartiger Ubiquitin-
abhangiger Abbau einer SUMO-Isopeptidase wuirde ein weiteres Beispiel fur die
Verknupfung des SUMO- und des Ubiquitin-Systems darstellen und das Konzept der
gegenseitigen Beeinflussung beider Systeme um eine neue Variante erweitern.

Weiterhin konnte in yeast two hybrid Versuchen und Farwestern-Analysen gezeigt
werden, dass SENP3 mit der mitotischen Kinase Plk1 in einem
phosphorylierungsabhangigen Mechanismus interagiert und nach einer Kartierung
der Phosphorylierungsstellen von SENP3 konnte Serin26 als die Bindestelle von
Plk1 auf SENP3 bestimmt werden. Eine derartige phosphorylierungsabhangige
Interaktion mit PIk1 ist dabei konsistent mit dem gangigen Mechanismus fur eine
Bindung von Plk1 an seine Substrate. Die sogenannte PBD (polo box binding
domain), die Bindedomane von PIk1, bindet diesem Modell zufolge an
praphosphorylierte Serine oder Threonine, die zumeist innerhalb einer Cdk1-
Konsensussequenz liegen (Elia et al., 2003). Aus diesem Grund fungiert Cdk1 auch
in den meisten Fallen als praphosphorylierende Kinase fur eine Bindung von PIk1
und schafft so eine Matrix fur dessen Bindung und Lokalisierung wahrend der Mitose
(Barr et al., 2004; Elia et al., 2003). Serin26 liegt dabei ebenfalls innerhalb einer
Cdk1-Konsensussequenz. Die Konsequenz dieser Befunde kdonnte zum einen eine
Plk1-vermittelte Phosphorylierung von SENP3 an weiteren Aminosauren sein, die
weiteren Einfluss auf die Aktivitat oder die Lokalisation der SUMO-Isopeptidase
nehmen konnte. Zum anderen konnte aber auch die gegenseitige Rekrutierung in
subzellulare Bereiche die Folge der Interaktion beider Proteine sein

In Anbetracht der Beobachtung, dass Plk1 zumindest in vitro mit SUMO modifiziert
wird, ist es auch attraktiv zu vermuten, dass SENP3 als SUMO dekonjugierendes
Enzym fur PIk1 fungiert. Weitere Untersuchungen mussen zeigen, ob die Aktivitat
oder Lokalisierung von Plk1 Uber SUMO-Konjugation/Dekonjugation reguliert wird.
Wie weiter unten besprochen, kdnnte jedoch die beobachtete Beeinflussung der
Mitoselange nach Depletion von SENP3 Uber Plk1 vermittelt werden.

4.2.2 SENP3 desumoyliert Borealin

Interessanterweise kommt SENP3 nicht nur als moglicher Regulator der
mitotischen Kinase Plk1 in Betracht, sondern ist moglicherweise auch an der
Kontrolle von Aurora B beteiligt.
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In Kooperation mit der Arbeitsgrupppe von Erich Nigg (Max-Planck-Institut far
Biochemie, Martinsried) konnte namlich gezeigt werden, dass SENP3 mit der
chromosomal passenger (CPC)-Komponente Borealin interagiert und dessen
RanBP2-vermittelter Modifikation mit SUMO2 in der Mitose entgegenwirkt (Klein et
al., zur Veroffentlichung eingereicht). Dabei ist die Sumoylierung von Borealin zu
Beginn der Mitose maximal und nimmt in deren weiteren Verlauf wieder ab. Damit
korreliert die Sumoylierung von Borealin mit der Lokalisierung des CPC am
Centromer. Mit dieser Beobachtung im Einklang ist die beschriebene Akkumulation
von SUMO2/3 am Centromer kondensierter Chromosomen (Ayaydin und Dasso,
2004; Azuma et al., 2003; Zhang et al., 2008). Da fur Topoisomerase |l als weiteres
RanBP2-abhangiges SUMO-Substrat gezeigt wurde, dass eine Sumoylierung die
Lokalisierung zum Centromer bestimmt (Dawlaty et al., 2008), wurde auch die
Lokalisierung von hyper- sowie hyposumoyliertem Borealin untersucht. Es zeigte
sich, dass das SUMO System keinen Einflu auf die Lokalisierung von Borealin und
des gesamten CPC am Centromer hat, da weder eine Depletion von RanBP2 oder
SENP3 noch die Expression einer vollstandig Lysin-freien Mutante von Borealin eine
Relokalisierung des Proteins zeigten (Klein et al., zur Veroffentlichung eingereicht).
Weitere Untersuchungen konnten auch die Rolle der Sumoylierung von Borealin auf
CPC Lokalisierung oder Aurora B Aktivitat in spateren mitotischen Stadien nicht
klaren. Wie im folgenden Abschnitt naher erlautert, konnte allerdings die beobachtete
Verlangerung der Mitose nach Depletion von SENP3 mit einer Aktivierung von
Aurora B am Centromer in einem frihen mitotischen Stadium erklart werden.

4.2.3 SENP3 kontrolliert die Dauer der Mitose

In SENP3-depletierten Zellen konnte interessanterweise eine Verlangerung der
Dauer zwischen DNA-Kondensation und Initiation der Anaphase beobachtet werden.
Zellen mit reduziertem Expressionsniveau von SENP3 bendtigten dabei mehr als die
doppelte Zeitspanne bis sie schlielBlich die Anaphase einleiten und weiter in der
Mitose voranschreiten konnten. Obwohl unklar ist, welche Substrate von SENP3
hierfir verantwortlich sind, kamen sowohl der CPC als auch PIk1 als madgliche
Kandidaten in Frage.

Denkbar ware beispielsweise eine Hyperaktivierung der katalytisch aktiven CPC-
Komponente Aurora B durch eine persistierende SUMO2-Modifikation von Borealin.
Eine der Aufgaben von Aurora B am Centromer ist die Korrektur fehlerhafter
Mikrotubulus-Kinetochor-Interaktionen (Vader et al., 2006). Wie Untersuchungen von
Vader et al. ergaben, bewirkt eine hyperaktivierte Aurora B-Kinase, die nicht mehr
vom auleren Centromer-Bereich entfernt werden kann, auch bei korrekt an Spindel-
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Mikrotubuli angehefteten Kinetochoren eine Auflosung der Kinetochor-Mikrotubulus-
Interaktion und fuhrt in der Folge zu einer verlangerten Zeitspanne zwischen DNA-
Kondensation und Initiation der Anaphase (Vader, 2008).

Eine weitere Erklarungsmaoglichkeit fur eine verlangerte Mitose nach Depletion von
SENP3 konnte eine Fehlregulation von Plk1 sein. Plk1 akkumuliert in der
Prometaphase am Kinetochor und ist dort fur eine korrekte Anheftung von
Mikrotubuli an das Kinetochor (Lenart et al., 2007) und eine korrekte Anordnung der
Chromosomen in der Metaphasenplatte (Hanisch et al., 2006) verantwortlich. Dabei
vermindert eine Inaktivierung von Plk1 die Anzahl sogenannter k-fibers, d.h.
Mikrotubuli, die an das Kinetochor angeheftet werden (Sumara et al., 2004). Im
Hinblick auf die oben angefluhrten Szenarien fur die Interaktion zwischen Plk1 und
SENP3 ware es denkbar, dass bei einer Depletion von SENP3 eine verstarkte
SUMO-Modifikation von PIk1 zu einer Inaktivierung der Kinase und infolgedessen
einer Reduzierung der Anzahl an k-fibers fuhrt. Dies wuirde schlieBlich die
verlangerte Zeitspanne bis zur Initiation der Anaphase nach Depletion von SENP3
erklaren. Alternativ konnte das Fehlen von SENP3 und dadurch das
Nichtvorhandensein eines wichtigen Rekrutierungsfaktors zu einer Mislokalisierung
der Kinase und zu einem identischen Phanotyp fuhren.

Eine weitere wichtige Aufgabe von Plk1 wahrend der Mitose ist darUberhinaus die
Aktivierung des APC/C uber zwei verschiedene Mechanismen. In der spaten
Prophase phosphoryliert Plk1 Emi1, einen bedeutenden Inhibitor des APC/C, und

initiiert auf diese Weise dessen SCF*TRCP!

-abhangigen Abbau (Hansen et al., 2004;
Moshe et al.,, 2004). In etwa zur selben Zeit tragt PlIk1 durch eine direkte
Phosphorylierung mehrerer Aminosauren von APC/C zusatzlich zu dessen
Aktivierung bei (Golan et al., 2002; Kraft et al., 2003). Wirde eine Depletion von
SENP3 uber die bereits weiter oben erwahnten Mechanismen zu einer Inaktivierung
oder Fehllokalisierung von Plk1 fuhren, ware eine fehlende Aktivierung von APC/C

eine weitere Erklarungsmaoglichkeit fur eine Verzogerung des Beginns der Anaphase.

4.2.4 SENP3 beeinflusst den SAC
Synchronisierungsexperimente in Kombination mit einer Depletion von SENP3
konnten dartuber hinaus in FACS-Analysen Untersuchungen bestatigen, denen
zufolge SENP3 in die Kontrolle des spindle assembly checkpoints (SAC) involviert
ist. Obwohl der genaue Mechanismus, wie der SAC die fehlende Anheftung von
Mikrotubuli an Kinetochore erkennt, nicht im Detail verstanden ist, scheint jedoch die
korrekte Lokalisierung einzelner SAC-Komponenten am Kinetochor fur dessen
Funktion essentiell zu sein (Chen et al., 1998; Taylor et al., 1998). Die genaue
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Abfolge wie SAC-Proteine dabei fungieren, wurde anhand von Untersuchungen zu
gegenseitigen Abhangigkeiten in Bezug auf die Rekrutierung zum Kinetochor
bestimmt. Fur eine korrekte Lokalisierung von Mad2 war dabei der Grofteil der
bisher bekannten SAC-Proteine erforderlich (Vigneron et al., 2004). Dieser Befund
platziert Mad2 folglich an das Ende der SAC-Kaskade am Kinetochor. Da eine
Untersuchung der Lokalisierung verschiedener SAC Proteine wie Hec1, BubR1,
Cdc20 aber auch Mad2 keine Relokalisierung eines dieser Proteine nach Depletion
von SENP3 offenbarte, muss SENP3 in den spindle assembly checkpoint also
parallel von Mad2 oder nachgeschaltet in die Signalkaskade des SAC eingreifen. Die
bisherigen Befunde implizieren also, dass Zellen trotz einer Depletion von SENP3
nicht mit Mikrotubuli besetzte Kinetochore detektieren konnen und SAC Proteine auf
korrekte Weise rekrutiert werden. Dennoch scheinen dieselben Zellen nicht dazu
fahig zu sein, die Aktivitat des APC®*®*-Komplexes zu unterdriicken. Ein identisches
Szenario wurde kurzlich in Veroffentlichungen der Gruppen um S. Elledge und M.
Kirshner nach Depletion der Ubiquitin-Protease Usp44 beschrieben. Als kritisches
Substrat von Usp44 konnte dabei Cdc20 identifiziert werden (Reddy et al., 2007;
Stegmeier et al., 2007). Eine Ubiquitinierung von Cdc20, die vom E2 Enzym UbcH10
stimuliert wird, fuhrt dabei zu einer Auflésung der auf APC/C inhibitorisch wirkenden
Mad2-Cdc20-Komplexe. Usp44-depletierte Zellen Uberschreiten infolgedessen
aufgrund einer persistierenden Ubiquitinierung von Cdc20 und entsprechenden
vorzeitigen Aktivierung des APC/C®%? fehlerhaft den spindle assembly checkpoint.
Ein ahnlicher Mechanismus ware fur SENP3-depletierte Zellen denkbar. Vor allem
der Befund, dass Cdc20 im Vergleich zu dem bereits bekannten SUMO-Substrat
BubR1 in vitro sehr effektiv sumoyliert werden kann und dies bei anderen SAC-
Proteinen wie Mad1, Mad2 und Bub3 nicht der Fall ist, stellt einen ersten Hinweis fur
einen deratigen Mechanismus dar. Weiterfuhrende Versuche mussten jedoch zeigen,
ob SENP3 in einen Sumoylierungs-/Desumoylierungszyklus von Cdc20 eingebunden
ist. Insbesondere vor dem Hintergrund neuerer Daten, die - wie bereits oben erwahnt
- eine Verknupfung des SUMO-Systems mit der Ubiquitinierungsmaschinerie
herstellen konnten (Prudden et al., 2007; Tatham et al., 2008; Uzunova et al., 2007),
ware es denkbar, dass eine persistierende Sumoylierung von Cdc20 in SENP3-
depletierten Zellen zu einer verstarkten Ubiquitinierung des Proteins und
infolgedessen einem fehlerhaften Uberschreiten des SAC im Rahmen des oben
beschriebenen Modells fuhrt. Dies wurde eine weitere interessante Variante der
Interaktion des SUMO- und des Ubiquitin-Systems darstellen.
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4.2.5 Wie lassen sich verlangerte Mitose und Kompromittierung des SAC
vereinbaren?

Angesichts der Befunde zum fehlerhaften Uberschreiten des SAC in SENP3-
depletierten Zellen ist die bereits oben beschriebene verlangerte Zeitspanne bis zum
Beginn der Anaphase in diesen Zellen nur schwerlich mit Mechanismen zu erklaren,
die zu einer fehlerhaften Anheftung von Mikrotubuli an das Kinetochor fihren. Eine
vorzeitige Aktivierung des APC/C wurde namlich trotz fehlerhafter oder
unvollstandiger Anheftung von Mikrotubuli an das Kinetochor zu einer vorzeitigen
Initiation der Anaphase fuhren und daher als dominanter Mechanismus die Zeit bis
zur Anaphase verkurzen (Dai et al., 2004; Michel et al., 2001). Es ware allerdings
vorstellbar, dass eine fehlende Aktivierung des APC/C durch Plk1, wie oben
beschrieben, zu einer Verzogerung der endgultigen Initiation der Anaphase fuhrt und
so eine verlangerte Zeitspanne zwischen DNA-Kondensation und dem Beginn der
Anaphase trotz inaktiviertem SAC zur Folge hat. Ein derartiger Mechanismus ware
konsistent mit Daten zu einer SAC-unabhangigen Verzogerung der Anaphase durch
fehlende Aktivitat von Plk1 (Moshe et al., 2004; Seong et al., 2002).

Eine weitere Erklarungsmaoglichkeit fur ein fehlerhaftes Uberschreiten des SAC in
Kombination mit einer Verzégerung des Beginns der Anaphase ist ein Mechanismus,
der als Adaptation oder mitotic leakage bezeichnet wird (Rieder und Maiato, 2004).

Diesem Mechanismus liegt die Beobachtung zugrunde, dass die Abwesenheit
einer mitotischen Spindel in Sauger-Zellen zu einer signifikant verlangerten Mitose
mit aktiviertem SAC fuhrt. Diese Verzogerung kann zwar zu einem permanenten und
fur die Zelle letztendlich unuberwindbaren und todlichen Arrest fuhren, in den
meisten Fallen ist sie allerdings nur transient und wird von den Zellen Uberlebt
(Schimke et al., 1991). Folglich ist es fur die meisten somatischen Zellen nicht
essentiell, den SAC zu inaktivieren, um die Mitose zu vollenden. Der Mechanismus,
wie eine Mitose trotz aktiviertem SAC vollendet werden kann, ist dabei nur schlecht
verstanden. Daten aus S. cerevisiae deuten aber darauf hin, dass die Grundlage
dafur eine Inaktivierung von CyclinB/Cdk1 Uber den Cyclin-dependent Kinase
Inhibitor (CKI) Sic1 ist (Minshull et al., 1996; Novak et al., 1999; Rudner et al., 2000).
Dieses Phanomen der Adaptation wiirde folglich die beobachtete Uberwindung eines
aktivierten SAC in Kombination mit einer Verzégerung der Initiation der Anaphase in
Zellen mit reduziertem Expressionsniveau von SENP3 erklaren.
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4.3 SENPG6 kontrolliert den SAC

Abschlielend wurden in dieser Arbeit neben SENP3 weitere humane SUMO-
Isopeptidasen auf eine Funktion wahrend der Mitose und im Speziellen dem spindle
assembly checkpoint gepruft werden. Dabei zeigte sich, dass die Ulp2-verwandte
humane SUMO-Protease SENP6 den SAC vermutlich Uber die Kontrolle der
Lokalisierung von Mad2 beeinflusst.

4.3.1 SENP6 kontrolliert die Mitose und den SAC in Mad2-ahnlicher Weise

In einem ersten Ansatz, bei dem eine Depletion aller humanen SUMO-
Isopeptidasen der SENP-Familie erfolgte, konnte zunachst gezeigt werden, dass
SENPG als weiteres Mitglied dieser Proteinfamilie neben SENP3 Einfluss auf den
spindle assembly checkpoint zu nehmen scheint. Wie weitergehende Versuche in
Form von Zeitraffer-Mikroskopie zeigten, arretierten SENP6 depletierte Zellen in
Gegenwart des Spindelgiftes Nocodazol nicht mit aktiviertem SAC in der
Prometaphase, sondern initiierten die Anaphase und vollendeten schlieBlich die
Mitose. Der phéanotypische Ablauf dieses fehlerhaften Uberschreitens eines
derartigen Arrests nach Depletion von SENP6 war dabei den Vorgangen in Mad2-
depletierten Zellen sehr ahnlich. In beiden Fallen schienen die Zellen zunachst eine
Art Cytokinese einzuleiten und die DNA in mehrere Einzelzellen aufzuteilen bevor sie
wieder zu einer einzigen Zelle mit mehrlappigen Zellkernen und zweifachem DNA-
Gehalt fusionierten. Das Auftreten solcher mehrlappiger Nuklei ist dabei typisch fur
eine Depletion von Komponenten des spindle assembly checkpoints (Stegmeier et
al., 2007).

Weitere Parallelen zwischen SENP6 und Mad2 fanden sich auch in der Analyse
einer ungestorten Mitose nach Depletion beider Proteine. In beiden Fallen war es
den Zellen nicht mehr mdglich, Chromosomen in der Aquatorialebene anzuordnen
und eine definierte Metaphasenplatte zu etablieren. Derartige Defekte in der
Chromosomen-Kongression sind auch fur weitere SAC-Proteine wie etwa Bub1
(Meraldi und Sorger, 2005) oder die Kinase Tao1 (Draviam et al., 2007) zusatzlich zu
ihrer Funktion im spindle assembly checkpoint beschrieben. Da eine Depletion von
Mad2 sowie von SENPG6 allerdings daruber hinaus zu einer drastisch verkurzten
Zeitspanne zwischen DNA-Kondensation und Initiation der Anaphase fuhrte, konnte
das Fehlen einer definierten Metaphasenplatte auch auf ein zu kleines Zeitfenster fur
die Chromosomen-Kongression als vielmehr generelle Defekte in diesem Prozess
Uber einen separaten Signalweg zurtuckzufuhren sein. Grundsatzlich kann man SAC-
Defekte in zwei verschiedene Kategorien einteilen. So sind Defekte, die eine

Regulation der Kinetochor-vermittelten Kontrolle der SAC-Kaskade betreffen, von
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Defekten zu unterscheiden, die sich auf die generelle zeitliche Koordination von
Ereignissen wahrend der Mitose auswirken und so eine vorzeitige Initiation der
Anaphase zu fruhen mitotischen Stadien nicht verhindern kdnnen (Meraldi et al.,
2004a). Die Dauer bis zum Beginn der Anaphase wuirde somit lediglich nur noch
durch die Zeitspanne bestimmt werden, die fur den Abbau von CyclinB und Securin
in Abwesenheit eines SAC-Signals bendtigt wird. Die einzigen bisher bekannten
SAC-Proteine, die in diese zweite Kategorie fallen, sind Mad2 und BubR1, denen
eine duale Rolle in der zeitlichen Koordination der Mitose zugeschrieben wird
(Meraldi et al., 2004a). Eine Zuordnung zu einer dieser Kategorien lasst sich dabei
uber das Ausmal} treffen, inwieweit sich eine Depletion des jeweiligen Proteins auf
die zeitliche Koordination der Mitose auswirkt. Wie bereits erwahnt, fuhrte die
Depletion von Mad2 sowie SENPG zu einer drastischen Verkurzung der Zeitspanne
zwischen DNA-Kondensation und Initiation der Anaphase, sodass SENP6 wie Mad2
eindeutig der zweiten Kategorie zuzuordnen ist. Diese Ergebnisse zeigen eindeutig,
dass SENPG6-depletierte Zellen in gleicher Weise wie Zellen mit verringertem
Expressionsniveau von Mad2 Defekte in der zeitlichen Koordination der Mitose
haben. Da die Kontrolle des Beginns der Anaphase eine entscheidende Funktion des
SAC ist, weisen diese Befunde auf eine wichtige Funktion von SENP6 im spindle
assembly checkpoint hin.

4.3.2 Depletion von SENPE6 fiihrt zu einer selektiven Mislokalisation von Mad2
Eine Beteiligung von SENPG6 bei der Kontrolle des SAC konnte durch
Immunfluoreszenzexperimente weiter erhartet werden. Eine Depletion von SENP6
fuhrte dabei zu einer selektiven Mislokalisierung von Mad2, wahrend die
Lokalisierung anderer SAC-Proteine nicht beeinflusst wurde. Dieses Fehlen von
Mad2 am Kinetochor nach Depletion von SENP6 ware dabei durch zwei
Mechanismen erklarbar. Zum einen konnte SENPG6 fur die Rekrutierung von Mad2 an
das Kinetochor bendtigt werden, zum anderen konnte aber auch eine Reduzierung
des Expressionsniveaus von Mad2 als Erklarung fur das Nichtvorhandensein dieses
SAC-Proteins am Kinetochor dienen. Western Blots zeigten jedoch, dass die
Abundanz von Mad2 nach Depletion von SENPG6 nicht betroffen war. Diese Befunde
und die Tatsache, dass die Lokalisierung anderer SAC-Proteine nach Depletion von
SENPG6 nicht betroffen war, sprechen dafur, dass die Unfahigkeit SENP6-depletierter
Zellen, ein SAC-Signal zu etablieren, auf eine direkte Rolle von SENP6 im spindle
assembly checkpoint zurlickzufuhren ist und dass SENP6 diese Funktion vermutlich
Uber die Kontrolle der Lokalisierung von Mad2 und keine generelle Stérung des
Aufbaus des Kinetochors vermittelt. Eine derartige selektive Mislokalisierung von
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Mad2 in SENPG6-depletierten Zellen wurde die strukturelle Aktivierung von Mad2
gemal dem in der Einleitung vorgestellten template Modell (De Antoni et al., 2005)
verhindern und dadurch eine Inaktivierung des APC/C-Mediators Cdc20 unmdglich
machen. Dies wiirde das fehlerhafte Uberschreiten des SAC in Nocodazol-arretierten
Zellen erklaren.

4.3.3 Wie beeinflusst SENP6 den SAC auf molekularer Ebene?

Eine Frage, die sich nun naturlich aufwirft, betrifft das oder die Substrate von
SENPG, die fur die beobachtete Mislokalisierung von Mad2 verantwortlich sind. Mad2
selbst kommt dabei als Kandidat fur eine Sumoylierung eher nicht in Frage, da in
vitro Studien keine Modifikation mit SUMO1 oder SUMOZ2 fur dieses Protein zeigen
konnten. Ein mdgliches Substrat lieferte eine unlangst publizierte Untersuchung zum
Mikrotubulus-Motorprotein CENP-E (Zhang et al., 2008). Dabei wurde BubR1 als
Substrat fur eine Modifikation mit Poly-SUMO2/3-Ketten gefunden und diese
Modifikation als essentiell fur die Rekrutierung von CENP-E an das Kinetochor
beschrieben. Vor dem Hintergrund, dass Mad2 und BubR1 als einzige bisher
bekannte SAC-Proteine die zeitliche Koordination der Mitose bestimmen und die
korrekte Lokalisierung von Mad2 am Kinetochor zumindest in Xenopus-Extrakten
abhangig von BubR1 ist (Chen, 2002), ware ein Mechanismus denkbar, bei dem eine
Poly-SUMOZ2/3-Modifikation von BubR1 einen negativen Effekt auf die Rekrutierung
von Mad2 hat. Auf diese Weise wurde eine persistierende Sumoylierung von BubR1
in SENP6-depletierten Zellen zu der beobachteten Mislokalisierung von Mad2 flhren
und die Signalkaskade des SAC kompromittiert werden. Die Tatsache, dass SENP6
eine Praferenz fur Poly-SUMOZ2/3-modifizierte Substrate zugesprochen wird (Dasso,
2008), und ebenso wie BubR1 und Mad2 fiur die zeitliche Koordination der Initiation
der Anaphase verantwortlich ist, ware dabei im Einklang mit diesem Modell. Ob
jedoch Poly-SUMO2/3-modifiziertes BubR1 tatsachlich ein Substrat fur eine SENPG-
vermittelte Demodifikation ist, bleibt noch zu zeigen.

Generell scheint allerdings das Konzept, dass das SUMO-System bei der
Lokalisierung mitotisch wichtiger Proteine an Centromer und Kinetochor eine
essentielle Rolle spielt, immer mehr an Attraktivitdt zu gewinnen (Dasso, 2008;
Dawlaty et al., 2008; Strunnikov et al., 2001; Zhang et al., 2008).
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5 Material und Methoden

Die nachfolgend beschriebenen Methoden richten sich im Wesentlichen nach
Standardprotokollen (Sambrook und Russel, 2001) (Ausubel, 1994) und den
Angaben der Hersteller. In aller Regel wurden entionisiertes, steriles Wasser, sterile
Losungen und sterile Gefalle eingesetzt. Soweit nicht anders vermerkt, fanden
analysenreine Chemikalien und Reagenzien der Firmen Aldrich, Applied Biosystems,
Biomol, Biorad, Difco, Fluka, Invitrogen, Kodak, Merck, Roth, Riedel de Haen, Serva
oder Sigma Verwendung. Molekularbiologische Reagenzien, Restriktionsendo-
nukleasen und die Mehrzahl anderer Enzyme wurden (wenn nicht anders
angegeben) von den Firmen Roche, MBI Fermentas, New England Biolabs, und
Stratagene bezogen. Radiochemikalien stammten von GE-Healthcare.

5.1 Computeranalysen

Datenbank-Recherchen (Sequenzsuchen, Sequenzvergleiche sowie Literatur-
Recherchen) wurden mit Hilfe der Datenbank-Programme des National Center for
Biotechnology Information  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  durchgefuhrt.  Far

Sequenzanalysen (Erstellen von Restriktionskarten, Auswertungen von DNA-
Sequenzierungen, Vergleiche von Proteinsequenzen und Design von Primern) wurde
das Programmpaket DNA-Star (DNA Star Inc.) verwendet. Western Blots wurden
entweder uber die Entwicklung von Filmen mit einem Scanner (AGFA Arcus Il) oder
direkt mit einer Kamera (LAS-3000, Fuji) digitalisiert und mit dem Programm Adobe
Photoshop (Adobe Systems Inc.) bearbeitet. Die Detektion *’P-markierter RNA
erfolgte in einem Phosphoimager (BAS-2500, Fuji). Eine Quantifizierung von
Signalen aus einem Western Blot oder *’P-markierter RNA erfolgte mittels der
Quantifizierungssoftware ImageGauge 4.23 (Fuji). Die Erstellung von Texten,
Tabellen und Abbildungen wurde mit Hilfe der Programme des Microsoft Office
Pakets (Microsoft Corp.) durchgefuhrt.

5.2 Mikrobiologische Methoden
5.2.1 Methoden fiir E. coli

5.2.1.1 E. coli Stamme

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

XL-10 Gold Tet” A (mcrA)183 A (mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1
recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F proAB lacl%ZDM15 Tn10 (Tet’) Amy
Cam’].
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5.2.1.2 Kultivierung und Lagerung von E. coli

Flassigkulturen von E. coli wurden in LB-Medium (1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1%
NaCl, sterilisiert durch Autoklavieren) bei 37°C geschuttelt (200rpm) und Agarplatten
(LB-Medium, 0,5% Agar) bei 37°C inkubiert. Fur die Selektion von transformierten
Bakterien wurden dem Medium dem Resistenzmarker des jeweiligen Plasmids
entsprechend Antibiotika hinzugefugt (50pg/ml Ampicillin, 30ug/ml Kanamycin). Die
Dichte frisch gewachsener Kulturen wurde photometrisch bei einer Wellenlange von
600nm (ODeno) bestimmt. Kurzfristig wurden E. coli Bakterien in Flassigkulturen oder
Ausstriche auf Agarplatten bei 4°C aufbewahrt. Fir eine langfristige Lagerung
wurden stationare Flussigkulturen mit Glycerin zu einer Endkonzentration von 17%

versetzt und bei —80°C eingefroren.

5.2.1.3 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien

Fur einfache Transformationen und Vermehrung von Plasmid-DNA in E. coli
wurden chemisch kompetente SURE Zellen verwendet. Hierfur wurde mit einer frisch
ausgestrichenen Einzelkolonie eine Ubernachtkultur in Flissigmedium angesetzt. Mit
2ml dieser Kultur wurden 500ml LB-Medium angeimpft und bei 37°C bis zu einer
ODeoo von 0,5 inkubiert. Nach Abkuhlen der Kultur in Eiswasser fur 10min wurden die
Zellen durch Zentrifugation geerntet. Alle weiteren Schritte erfolgten unter
Verwendung von vorgekuhlten Materialien und eiskalten sterilen Losungen. Die
sedimentierten Zellen wurden vorsichtig in 40ml 100mM MgCl, resuspendiert, erneut
zentrifugiert und in 80ml 100mM CaCl, aufgenommen. Nach 20min Inkubation auf
Eis und erneuter Zentrifugation (1.000g, 5min) wurden die sedimentierten Zellen in
4ml 100mM CaCl,/15% Glycerin resuspendiert. Aliquots dieser Suspension wurden
zu 100ul in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.

5.2.1.4 Herstellung ,,ultra-kompetenter” Bakterien

Fur die Klonierung von sehr groRen Plasmiden (pRTS-1-Konstrukte) wurden nach
dem Inoue Protokoll (Sambrook und Russel, 2001) hergestellte XL10-Gold Zellen
verwendet. Hierfur wurde mit einer frisch ausgestrichenen Einzelkolonie eine 25ml
Flissigkultur in SOB-Medium (2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,05% NaCl und
2,5mM KCI sterilisiert durch Autoklavieren, kurz vor Gebrauch MgCl, auf 10mM
zugegeben) angesetzt und 6-8h bei 37°C geschuttelt. Mit 2,5ml dieser Kultur wurden
250ml SOB-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 durch
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Zentrifugation fur 10min bei 2500g und 4°C sedimentiert. Alle weiteren Schritte
erfolgten unter Verwendung von vorgekuhlten Materialien und eiskalten sterilen
Losungen. Nach vollstandiger Entfernung des Mediums wurden die Zellen vorsichtig
in 80ml Inoue Transformationspuffer (10mM PIPES [pH 6.7], 250mM KCI, 55mM
MnCl, und 15mM CaCl,) resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die sedimentierten
Zellen wurden vorsichtig in 20ml Inoue Transformationspuffer aufgenommen und
nach Zugabe von 1,5ml DMSO 10min auf Eis inkubiert. SchlieBlich wurden Aliquots
zu 100yl in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

5.2.1.5 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterienzellen

Um Plasmid-DNA in E. coli zu transformieren, wurde nach der Hitzeschock-
Methode verfahren. Dazu wurde der jeweilige kompetente E. coli Stamm kurz vor der
Transformation auf Eis aufgetaut. 50ng Plasmid-DNA bzw. 8ul eines Ligations-
ansatzes wurden mit 92ul der kompetenten Zellen gemischt und in 1,5mI-Eppendorf
ReaktionsgefalRen 10min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 45s bei
42°C und einer anschlieBenden Inkubation fur 5min auf Eis wurde 1ml LB-Medium
zugegeben und 1h bei 37°C geschuttelt. Transformierte Zellen wurden anschliel3end
auf Selektionsplatten ausgestrichen und in der Regel Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Sollte fur eine Maxiprep in Flussigkultur angeimpft werden, wurde der gesamte
Ansatz an transformierten Bakterien in 300ml selektives LB-Medium Uberfuhrt und
14h bei 37°C und 150rpm geschdttelt.

5.2.2 Methoden fiir S.cerevisiae

5.2.2.1 S.cerevisiae Stamm

PJ69 -7a (James et al., 1996)
5.2.2.2 S. cerevisiae Vektoren
pACT2 Clontech
pGAD-C1 (James et al., 1996)
pGBD-C1 (James et al., 1996)
pFBT9 modifizierter pGBT9 (Bartel et al., 1993)

Ampicillin- durch Kanamycin-Resistenzkassette ersetzt
5.2.2.3 S.cerevisiae Plasmidkonstrukte
Zur Analyse von yeast two hybrid Interaktionen wurden cDNAs im entsprechenden
Leserahmen N-terminal mit der GAL4-Aktivierungsdomane des pGAD-C1- oder des
pACT2-Vektors bzw. mit der GAL4-DNA-Bindedomane des pGBD-C1- oder des
pFBT9-Vektors fusioniert.
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5.2.2.4 Kultivierung und Lagerung von S.cerevisiae

Flussigkulturen von S. cerevisiae wurden mit Kolonien von Plattenausstrichen
angeimpft und bei 30°C unter Schutteln (200rpm) far 16h in SC-Medium (2%
Glukose, 0,67% Hefe-Stickstoffbasis, 0,2% drop out Mix) inkubiert. Die Zelldichte
einer frisch angewachsenen Kultur wurde stets photometrisch bestimmt und die
Zellzahl kalkuliert (ODgoo = 1 entspricht etwa 1,5x10” Zellen/ml). Fiir einen Zeitraum
bis zu acht Wochen wurden Hefen auf SC-Platten (SC-Medium, 2% Agar) bei 4°C
gelagert.

5.2.2.5 Herstellung kompetenter Zellen von S. cerevisiae

Hefezellen wurden aus einer Ubernacht-Kultur in 400ml SC-Medium auf eine ODggo
von 0,1 inokuliert und anschlieRend bei 30°C bis zu einer ODgg von 0,7 kultiviert. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation (500g, 5min, RT) geerntet, mit sterilem Wasser
und SORB (100mM LiOAc, 10mM Tris-HCI [pH 8,0], 1mM EDTA [pH 8,0], 1M
Sorbitol, sterilisiert durch Filtration) gewaschen und in 3ml SORB resuspendiert.
Nach Zugabe von 1ug/pl Trager-DNA (denaturierte Lachssperma-DNA, Invitrogen),
wurden die Zellen zu 100yl aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

5.2.2.6 Transformation von S. cerevisiae

Fur die Transformation von S. cerevisiae wurden zu 15ul kompetenten Hefezellen
0,3ug Plasmid-DNA gegeben und durch Pipettieren gemischt. Diese Suspension
wurde in sechsfachem Volumen PEG (100mM LiOAc, 10mM Tris-HCI [pH 8,0] 1mM
EDTA [pH 8,0], 40% PEG-3350, sterilisiert durch Filtration) aufgenommen und bei
RT far 30min inkubiert. Nach Zugabe von DMSO zu einer Endkonzentration von 10%
erfolgte der Hitzeschock, indem der Ansatz fur 15min bei 42°C inkubiert wurde.
AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert (3min bei 500g), in 100ul Wasser
aufgenommen und auf Selektionsplatten (SC ohne Leu und Trp) ausgestrichen.

5.2.2.7 Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mit dem two hybrid System
Protein-Protein-Interaktionen wurden durch das yeast two hybrid System (Chien et
al., 1991; Fields und Song, 1989) getestet. Die cDNAs der zu untersuchenden
Proteine wurden N-terminal mit der DNA-Binde- bzw. Aktivierungsdomane von GAL4
fusioniert. Diese Fusionskonstrukte wurden zusammen im Hefestamm PJ69-7a
exprimiert. Im Fall einer Interaktion zwischen den beiden Proteinen fuhrt dies zur
Rekonstitution des  GAL4-Transkriptionsaktivators und  Expression eines
Reportergens, das unter der Transkriptionskontrolle von GAL4 liegt. Als Reportergen
dient das HIS3 Gen, so dass Hefe-Zellen bei einer positiven Interaktion der
jeweiligen Proteine auf Platten mit entsprechendem Selektionsmedium ohne Histidin

wachsen. Zu diesem Zweck wurden stationare Hefekulturen in sterilem Wasser auf
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eine ODgoo von 0,5 eingestellt, jeweils 5ul dieser Verdinnung auf Platten mit
Selektionsmedium getipfelt, und drei bis finf Tage bei 30°C inkubiert. Das
Austipfeln  gleicher Zellzahlen wurde durch eine Kontrollplatte ohne
Selektionsmedium Uberprift.

5.3 Zellbiologische Methoden

5.3.1 Zelllinien

HEK293T mit SV40 large T Antigen transformiertes Derivat der HEK293 Zelllinie
HelLa S3  humane Zervix-Adenokarzinomzelllinie

5.3.2 Expressionsvektoren fiir die Zellkultur

pCl Promega

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

pSG5 Stratagene

5.3.3 Kultivierung von Saugerzellen

Alle verwendeten Zelllinien wurden in Zellkulturschalen bei 37°C, 7.5% CO, 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 supplementiert. Um Zellen von der
Zellkulturschale abzulésen, wurde das Medium abgenommen und die Zellen einmal
mit sterilem PBS (137mM NaCl, 2,7/mM KCI, 8mM NaHPO, 1,4mM KH;POs,,
[pH7.4], sterilisiert durch Autoklavieren) gewaschen. Anschlieend wurden 2,5ml
Trypsin/EDTA Lésung (PAA) pro 150cm? Kulturschale zugegeben und bis zum
Ablosen der Zellen vom Schalenboden bei 37°C inkubiert. Die abgelosten Zellen
wurden in 10ml Medium resuspendiert und fur 3min bei 400g bei RT abzentrifugiert.
Nach dem Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen in frisches DMEM
aufgenommen und je nach Bedarf zur weiteren Kultivierung 1:5 bis 1:10 verdunnt in
frischen Kulturschalen angesetzt oder fur Experimente in definierter Zellzahl in
Kulturschalen ausgesat. Die Ermittlung der Zellzahl der Zellsuspension erfolgte
hierfiir mittels eines Z2™ Coulter Counters (Beckman-Coulter).

5.3.4 Lagerung von Saugerzellen

Zur Langzeitlagerung wurden Saugerzellen in flussigem Stickstoff eingefroren.
Hierzu wurden exponentiell wachsende Zellen bei ca. 80% Konfluenz wie in 5.3.3
beschrieben abgeerntet, in FCS mit 10% DMSO resuspendiert und die Zellsuspen-
sion in Cryo-Rohrchen (Nalgene) aliquotiert. Die Zellen wurden sofort in einem
vorgekuhlten Isopropanol-gefullten  Cryo-Einfriergefal® (Nalgene) bei -80°C
eingefroren. Nach ein bis zwei Tagen konnten die Zellen dann in flissigen Stickstoff
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uberfuhrt werden. Zum Auftauen wurden die Zellen in Cryo-Rohrchen in einem
Wasserbad schnell auf 37°C erwarmt, zum Entfernen des DMSO abzentrifugiert, in
frischem Medium resuspendiert und wie 5.3.3 beschrieben kultiviert.

5.3.5 Transfektion von Saugerzellen mit Plasmid-DNA

HEK293T Zellen wurden mittels der Calcium-Phosphat Methode transfiziert. Hierfur
wurden 3,5x10° Zellen pro 10cm Schale bzw. 4,5x10° Zellen pro Vertiefung einer 6-
Loch Platte ausgesat und am folgenden Tag transfiziert. FUr einen
Transfektionsansatz wurden in einem 2ml Eppendorfgefall 15ug Plasmid-DNA mit
Wasser auf 450ul aufgefullt und mit 50pl 2,5M CaCl, Losung gemischt. AnschlieRend
wurden 500ul 2xHBS Losung (16,012g/l NaCl, 0,744g/l KCI, 9,532g/| HEPES und

0,248g/l NapHPO,4) langsam tropfenweise unter Schuitteln des Reaktionsgefales
zugegeben und 5min bei RT inkubiert. Diese Transfektionslosung wurde schlie3lich
tropfenweise zum Medium der am Vortag ausgesaten Zellen gegeben (1ml Losung
pro 10cm Schale bzw. 300ul pro Vertiefung einer 6-Loch Platte) und diese dann fur
5h im Brutschrank inkubiert. Nach Wechseln des Mediums wurden die Zellen zur
Expression des transfizierten Plasmides fur 48-72h inkubiert.

HelLa S3 Zellen wurden mit dem kommerziellen Transfektionsreagenz FUGENE HD
(Roche) gemall dem Herstellerprotokoll transfiziert. HierfGr wurden am Tag vor der
Transfektion 3x10° Zellen pro Vertiefung einer 6-Loch Platte bzw. 2,5x10° Zellen pro
10cm Schale ausgesat. Fur die Transfektion von Zellen in einer 6-Loch Schale
wurden 2ug DNA in 100ul Opti-MEM (Gibco BRL) verdinnt und mit 5ul FUGENE-HD
versetzt. Nach einer Inkubation von 15min wurde die Transfektionslosung
tropfenweise zu den am Vortag ausgesaten Zellen gegeben und diese dann zur
Expression des Plasmids 48 bis 72h inkubiert.

5.3.6 Transfektion von Saugerzellen mit siRNA-Oligonukleotiden

Zur gezielten Verminderung des zellularen Expressionsniveaus eines Proteins
durch RNA Interferenz wurden Zellen mit siRNA-Oligonukleotiden transfiziert. Hierzu
wurde das Transfektionsreagens Oligofectamin (Invitrogen) nach Angabe des
Herstellers verwendet. Am Tag vor der Transfektion wurden 1,5x10° Zellen pro
Vertiefung einer 6-Loch Platte bzw. 1,25x10° Zellen pro 10cm Schale ausgesat. Fiir
die Transfektion von Zellen in einer 6-Loch Schale wurden 1,2yl 100pM siRNA-
Oligonukleotid in 100ul Opti-MEM (Gibco BRL) verdiunnt und mit 4ul Oligofectamin
versetzt. Nach einer Inkubation von 15min wurde die Transfektionslosung
tropfenweise zu den am Vortag ausgesaten Zellen gegeben und diese dann zur
Etablierung der Depletion des jeweiligen Proteins 48 bis 72h inkubiert.

Folgende siRNA-Oligonukleotide fanden in dieser Arbeit Verwendung:
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Name Sequenz 19mer
siKontrolle 5'-cguacgcggaauacuucga-3'
SISENP1-1 5'-auucaguacaugauucagu-3'
SISENP1-2 5'-gcauuuggauccaaagauu-3'
SISENP2-1 5'-gcccaugguaacuucugcu-3'
SISENP2-2 5'-guacuuucuucuauccuaa-3'
SISENP3-1 5'-caccagggcuggaaagguu-3'
SISENP3-2 5'-cuggcccugucucagccau-3'
SiISENP5-1 5'-gaacaucguucuaauacc-3'
SISENP5-2 5'-agaaagcucuucaaaucca-3'
SiISENP6-1 5'-ugagucuacuggaccauua-3'
SiISENP6-2 5'-guaacagccuuucaauuca-3'
SiISENP7-1 5'-gcagacugcgcacaauaaa-3'
SISENP7-2 5'-ucaccacuguccaaauuca-3'
siPICH 5'-caagaucucuccaguauaa-3'
siMad?2 5'-cuauugaaucaguuuccaa-3'
siNPM1-1 5'-ugaugaaaaugagcaccag-3'
siNPM1-2 5'-ggaagucucuuuaagaaaa-3'

5.3.7 Expression von Proteinen liber das pRTS-1-System

Der Vektor pRTS-1 verfugt Uber einen CMV-Promotor, der Uber ein tetO7-Element
und die Bindung der ebenfalls auf dem Plasmid codierten rtet-Transaktivator- und tet-
Repressor-Proteine reguliert ist. In Abwesenheit des Tetracyclin-Derivates
Doxycyclin bindet der tet-Repressor und reprimiert aktiv den Promotor. Nach der
Zugabe von Doxycyclin 10st sich der tet-Repressor und der rtet-Transaktivator bindet
an das tetO7-Element. Dies fuhrt zu einer Aktivierung der Transkription. In
Saugerzellen repliziert der Vektor dank seines EBV-basierten OriP/EBNA1- Systems
episomal und ist Uber Hygromycin B selektierbar (Bornkamm et al., 2005).

Nach Transfektion von pRTS-1-Konstrukten in HeLa S3 Zellen, wie unter 5.3.5
beschrieben, erfolgte eine Selektion der transfizierten Kultur mit 200ug/ml
Hygromycin fur zwei Wochen, bevor eine Aussaat fur das jeweilige Experiment
vorgenommen wurde. Die Induktion der jeweiligen Proteine wurde dabei stets mit

1ug/ml Doxycyclin durchgefuhrt.

5.3.8 FACS-Analyse

Fur die FACS Analyse wurden Hela S3 Zellen durch Trypsinieren vom
Kulturschalenboden gel6ést und in PBS resuspendiert. Nach einem Zentrifugations-
schritt (3min, 500g), wurde das Zellpellet in 500yl PBS resuspendiert und diese
Zellsuspension in ein FACS-Rohrchen mit 4,5ml eiskaltem 70% Ethanol Uberfuhrt.

FuUr eine vollstandige Fixierung wurden die Zellen anschlieRend 1h auf Eis inkubiert,
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bevor sie mit 5ml PBS gewaschen wurden. Fur die Anfarbung von DNA und den
Abbau storender RNA wurden die Zellen in 1ml FACSstain-Losung (PBS mit 0,5%
Triton X-100, 20ug/ml Propidiumjodid, 20pug/ml RnaseA) resuspendiert und 1h bei RT
inkubiert. Die Messung erfolgte schliel3lich in einem FACSCalibur System unter
Verwendung der CELLQuest Software (Becton Dickinson). Die Messung des DNA-
Gehaltes der Zellen (Propidiumjodid-Fluoreszenz) erfolgte im FL2-Kanal.

5.3.9 Immunfluoreszenzmikroskopie

Fur die Immunfluoreszenzmikroskopie von asynchron wachsenden Zellen wurden
HelLa S3 bzw. HEK293T Zellen in 6-Loch Platten auf sterilen Deckglaschen ausgesat
und wie im jeweiligen Experiment angegeben transfiziert. Nach 48h wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Anschlielend erfolgte die
Fixierung der Zellen in PBS mit 3,7% para-Formaldehyd fur 10min bei RT. Nach
dreimaligem Waschen in PBS-T (0,05% Tween-20 in PBS) wurden die Zellen durch
Zugabe von 0,5% Triton X-100 in PBS fur 10min bei RT permeabilisiert.
AnschlieRend wurde funfmal mit PBS-T gewaschen bevor die Zugabe des primaren
Antikdrpergemisches in PBS fur 1h bei RT erfolgte. Nach erneutem funfmaligem
Waschen mit PBS-T erfolgte die Zugabe des sekundaren Antikorpergemisches fur 1h
bei RT. Im Anschluss daran wurden Zellkerne durch eine Inkubation von 2min bei RT
mit 50ug/ml 4°,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid (DAPI, Merck) in PBS
angefarbt und 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% Gilycerin) gelegt und mit Nagellack versiegelt wurden. Die Praparate
wurden anschlieBend anhand eines Zeiss AX10-Mikroskop (Zeiss), das mit einem
63x0Ol-Immersionsobjektiv und einer CCD-Kamera ausgestattet war, und Uber die
Bildgebungssoftware Spot 4.5 visualisiert.

Fur die Immunfluoreszenzmikroskopie mitotischer Zellen wurden HelLa S3 Zellen
wie in den einzelnen Experimenten angegeben synchronisiert und in der
Prometaphase arretiert (5.3.12). Abgerundete mitotische Zellen wurden in Form
eines sogenannten mitotischen shake off durch heftiges Schuitteln von der
Zellkulturschale abgelost und mit PBS abgewaschen. Anschlielend wurden die
abgeschuttelten Zellen bei 400g auf poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser, die sich in
einer 24-Loch Platte befanden, zentrifugiert. Poly-L-Lysin bindet dabei Uber seine
positive Ladung die durch Zuckerketten negativ geladene extrazellulare Matrix der
Zellen und stellt so deren Anheftung an das Deckglas sicher. Nachdem die Zellen
einmal mit PBS gewaschen wurden, erfolgte eine Fixierung und gleichzeitige
Permeabilisierung der Zellen durch eine Inkubation in PTEMF-Puffer (50 mM PIPES
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[pH 6,8], 10 mM EGTA, 1 mM MgCl,, 0,2% Triton X-100, 3,5% para-Formaldehyd)
fur 10min bei RT. Im Anschluss wurden die Zellen durch Zugabe von PBS-T mit 2%
BSA gewaschen bevor das primare Antikrpergemisch in PBS-T mit 2% BSA fuar 1h
bei RT zugegeben wurde. Nach funfmaligem Waschen mit PBS-T mit 2% BSA wurde
schliel3lich fur 1h bei RT mit dem sekundaren Antikorpergemisch in PBS-T mit 2%
BSA inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte die Anfarbung der DNA durch eine
Inkubation von 2min bei RT mit 50ug/ml DAPI in PBS. Nach achtmaligem Waschen
in PBS-T mit 2% BSA wurden die Deckglaschen kopfuber auf Objekttrager mit
mounting medium gelegt und mit Nagellack versiegelt. Fur die Visualisierung
mitotischer Praparate wurde ein DeltaVision RT Mikroskop (AppliedPrecision) mit
einer Photometrics CoolSNAP HQ Kamera und einem 100xUPlanApo Objektiv
(Olympus) benutzt. Es wurden jeweils 10 in der z-Achse gestapelte Aufnahmen in
einem Abstand von 0,1um gemacht und mit einem Dekonvolutions-Algorithmus
(Einstellungen: noise filtering low, numer of cycles 5, method ratio conservative)
bearbeitet. Dekonvolvierte Bilder wurden schlieRlich anhand der Softworks Software
(Applied Precision) in eine Ebene projeziert. Expositionszeiten und Einstellungen zur
Dekonvolution wurden innerhalb eines Experiments fur alle zu vergleichenden
Praparate  konstant gehalten. Folgende  Antikorper wurden fur die
Immunfluoreszenzmikroskopie eingesetzt: mouse anti-FLAG M2 (Sigma), mouse
anti-HA 16B12 (Covance), mouse anti-Cdc20 E7 (Santa Cruz), mouse anti-BubR1
8G1 (Upstate), mouse anti-V5 (Invitrogen), mouse anti-Hec1 (Genetex), rabbit anti
Flag (Sigma), rabbit anti Mad2 (Bethyl), human anti-CREST (Immunovision), goat

anti-human Cy3™

-conjugated (Jackson ImmunoResearch), donkey anti-rabbit
Cy3™.-conjugated (Jackson ImmunoResearch), donkey anti-mouse FITC-conjugated

(Jackson ImmunoResearch)

5.3.10 Zeitraffer-Mikroskopie

Fur die Zeitraffer-Mikroskopie wurde eine HelLa S3 Zelllinie verwendet, die ein
stabil in ihr Genom integriertes Histon H2B-GFP enthielt. Nach Transfektion der
entsprechenden siRNA-Oligonukleotide, wurden Zellen in CO,-unabhangigem
Medium in einer auf 37°C beheizten Kammer kultiviert. Zeitraffer-Aufnahmen wurden
in Abstanden von 2min in einem DeltaVision RT Mikroskop (AppliedPrecision) mit
einer Photometrics CoolSNAP HQ Kamera gemacht, die mit einem 20xUPlanFluorit
Objektiv (Olympus) ausgestattet war. Fur die Aufnahme und die Bearbeitung
einzelner Bilder wurde die Softworks Software (Applied Precision) benutzt.
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5.3.11 In vivo Markierung ribosomaler RNA

Fur die metabolische Markierung ribosomaler RNA wurden HelLa S3 Zellen in
Phosphat-freiem DMEM (GIBCO BRL) mit dialysiertem FCS (Sigma-Aldrich) far
30min vorinkubiert. Hierauf wurde das Medium mit Phosphat-freiem DMEM/10%
dialysiertem FCS ersetzt, das 15uCi/ml 32P_Orthophosphat enthielt (GE Healthcare).
Nach 1h wurde das radioaktive Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und
fur 2h in normalem DMEM/10% FCS inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte eine
Isolation von Gesamt-RNA (siehe 5.4.12), eine Auftrennung derselben Uber ein
denaturierendes Agarosegel (sieche 5.4.13) und eine Quantifizierung **P-markierter
Banden mit einem Phosphoimager (BAS-2500, Fuji).

5.3.12 Synchronisierung und Anreicherung mitotischer Zellen

Die Anreicherung mitotischer Zellen erfolgte in der Regel Uber eine Vor-
synchronisierung von HelLa S3 Zellen durch einen doppelten Thymidin-Block. Hierbei
wurde normales DMEM/10% FCS fur 16h mit 2mM Thymidin supplementiert. Nach
dreimaligem Waschen der Zellen mit warmem PBS wurde auf 37°C vorgewarmtes
DMEM/10% FCS hinzugefugt und nach 8h erneut mit 2mM Thymidin supplementiert.
Nach 22h wurde erneut dreimal mit warmem PBS gewaschen und 37°C-warmes
DMEM/10% FCS hinzugefugt. Im Anschluss daran wurde nach etwa 4h 0,2ug/ml
Nocodazol oder 0,2ug/ml Taxol fur die Arretierung der Zellen in der Prometaphase
hinzugefugt und die Zellen fur weitere 10h inkubiert. Fur Immunfluoreszenzversuche
in 3.2.7 und 3.3.3 wurde zusatzlich etwa 8h nach Freisetzung der Zellen aus dem
zweiten Thymidin-Block der Protease-Inhibitor MG132 in einer Konzentration von
25uM dem Medium beigemengt und fur weitere 3h inkubiert wie in Anhang Abb. 3
gezeigt. Die Gewinnung angereicherter mitotischer Zellen erfolgte durch einen
sogenannten mitotischen shake off. Dabei wird eine Kulturschale mit arretierten
Zellen mehrmals gegen eine Kante gestol3en, was zur endgultigen Ablésung
abgerundeter mitotischer Zellen von der Kulturschale fuhrt. Diese kbnnen dann durch
Abpipettieren von Interphase-Zellen getrennt werden. Sollten Zellen ab der
Prometaphase weiter auf einer Zellkulturschale inkubiert werden, wurden gleiche
Mengen der angereicherten Zellen auf 3,5cm Schalen in vorgewarmtes Medium
aliquotiert und nach den angegebenen Zeitpunkten geerntet. In 3.2.7 erfolgte keine
Vorsynchronisierung der Zellen durch einen Thymidin Block. Hier wurden Zellen far
24h in Nocodazol inkubiert, durch Trypsin-Behandlung geerntet und nach Waschen
in PBS direkt einer FACS-Analyse unterzogen.

90



Material und Methoden

5.4 Molekularbiologische Methoden

5.4.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte nach dem Prinzip der
alkalischen Lyse aus Flussigkulturen (Birnboim, 1983). Hierbei fanden Kits der Firma
Qiagen Verwendung. Kleine Mengen (Miniprep) wurden aus 4ml Ubernacht-Kultur,
gréRere Mengen (Maxiprep) aus 300ml Ubernachtkultur nach Angaben des
Herstellers isoliert (Qiagen Plasmid-Handbuch). Die DNA-Konzentration in wassrigen
Losungen wurde photometrisch in einem Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer

(Peglab) bei einer Wellenlange von 260nm gemessen.

5.4.2 Restriktionsverdau von DNA

Die sequenzspezifische Spaltung von DNA mittels Restriktionsenzymen wurde
nach den allgemein ublichen Vorschriften (Sambrock et al.,, 1989) und 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 mehr als 2h fur praparative Zwecke bei der fur das jeweilige
Enzym geeigneten Temperatur inkubiert.

5.4.3 Dephosphorylierung von DNA

Um die Religation eines linearisierten Vektors wahrend Ligationsreaktionen zu
verhindern, wurden die 5-Enden der Vektor-DNA dephosphoryliert. Dies erfolgte
durch Zugabe von 10U CIP (calf intestinal phosphatase, NEB) pro ug DNA zum
Restriktionsansatz und einer Inkubation von 30min bei 37°C.

5.4.4 Phosphorylierung von DNA

Fur die Phosphorylierung von hybridisierten Oligonukleotiden an den jeweiligen 5'-
Enden wurde die T4 Polynukleotid Kinase (T4-PNK, NEB) verwendet. Es wurden
dabei 500ng Oligonukleotid mit 1mM ATP und 10U T4-PNK fuar 30 min bei 37°C in
1xT4-PNK-Puffer inkubiert. Um eine Stérung nachfolgender Reaktionen seitens der
T4-PNK zu verhindern, erfolgte anschlielend eine Hitzeinaktivierung fur 20min bei
65°C.

5.4.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Auftrennung von doppelstrangiger DNA fur analytische und praparative
Isolierungen erfolgte in Gelen mit 1-2% (w/v) Agarose in 1xTAE-Puffer (40mM Tris-
Cl, 0,1% Essigsaure, 1mM EDTA, pH 8,3). Die Agarose wurde in einem
handelsublichen Mikrowellengerat aufgekocht, mit 0,5ug/ml Ethidiumbromid
supplementiert und in eine Flachgelkammer mit Kamm fur die Geltaschen gegossen.
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Die DNA-Proben wurden mit 1/6Vol 6xDNA-Probenpuffer (15% Glycerol, 0,25%
OrangeG) versetzt und bei einer Spannung von 70V mit 1xTAE als Laufpuffer
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Gellauf wurden schliel3lich die
aufgetrennten DNA-Fragmente unter UV-Licht der Wellenlange 324nm auf einem
UV-llluminaor (IDA) sichtbar gemacht und fotografiert bzw. ausgeschnitten. Durch
das Auftragen eines GroRenmarkers (1kb DNA-Ladder, Invitrogen) konnte die GroRe
der DNA-Fragmente ermittelt werden.

5.4.6 Reinigung von DNA aus Agarose-Gelen

Sollten DNA-Fragmente aus einem Agarosegel isoliert werden, wurde die
entsprechende Bande auf einem UV-Flachenstrahler unter langwelligem UV-Licht
(324nm) mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten und in ein Eppendorf-
Reaktionsgefal Uberfuhrt. Die Elution der DNA aus dem Gelstuck erfolgte mit dem
QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN) entsprechend dem Protokoll des Herstellers.
Die Elution erfolgte in 30-50pl sterilem, entionisiertem HO.

5.4.7 Ligation von DNA

Die Mengen der fur die Ligation eingesetzten DNA-Fragmente wurden aus
Agarosegelen abgeschatzt. Fur die Ligation wurden Insert und Vektor etwa in einem
molaren Verhaltnis von 5:1 bei etwa 100ng Vektor-DNA eingesetzt. Der
Ligationsansatz wurde mit 1ul T4 DNA-Ligase (NEB) in 20ul 1x Ligase-Puffer mit
2mM ATP angesetzt und 1h bei RT inkubiert.

5.4.8 Einfugen von kurzen Oligonukleotid-Sequenzen

Kurze fur Epitop-Markierungen kodierende DNA-Sequenzen wurden dber
hybridisierte Oligonukleotide an bestimmten Restriktionsschnittstellen in Plasmide
eingefugt. Hierfur wurden jeweils zwei komplementare Oligonukleotide hybridisiert,
deren Sequenzen am 5- und 3-Ende so gewdahlt wurden, dass bei der
Hybridisierung zu den jeweiligen Restriktionsschnittstellen passende Enden
entstanden. Fir die Hybridisierung wurden jeweils 5ug der beiden Oligonukleotide in
50ul Hybridisierungspuffer (50mM HEPES/KOH [pH 7.4], 100mM NaCl) gemischt, in
einem Thermoblock fir 10min bei 95°C erhitzt und durch Ausschalten des
Thermoblocks langsam auf RT abgeklhlt. 5ul der hybridisierten Oligonukleotide
(500ng) wurden in einen Phosphorylierungsansatz (5.4.4) eingesetzt. Nach
Hitzeinaktivierung der T4-PNK wurden schlieBlich 500ng der phosphorylierten
Oligonukleotide in 100ng des entsprechend verdauten Expressionsplasmids ligiert.

92



Material und Methoden

5.4.9 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR-Bedingungen wurden im Zuge dieser Arbeit je nach Anforderungen wie
Lange und GC-Gehalt der Primer oder Lange der zu amplifizierenden Sequenz
variiert. Dabei wurden die Reaktionen stets in 50ul Gesamtvolumen durchgefuhrt und

enthielten im Standardprotokoll folgende Komponenten.

5xPhusion PCR-PufferGC.(NEB)...............uuvueenee. 10pl
dNTP-Mix (10mM).(NEB) ......cuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 1ul
forward Primer (10 M) ......ouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 2l
reverse Primer (10UM) .........uviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 2l
Phusion DNA-Polymerase (2U/ul).(NEB) ............. 1ul
Matrizen-DNA ... 50ng
AAH2O . ad 50ul

Standardmafig wurde folgendes Programm in einem Tpersonal Thermocycler

(Biometra) verwendet :

Schritt | Temperatur /°C | Dauer
initiale Denaturierung 94 2 min
Denaturierung 94 30s
Anlagerung 56-60 45s
Extension 72 30s/kb
terminale Extension 72 10 min

Es wurden 33 Zyklen der Schritte Denaturierung, Anlagerung und Extension
gefahren, bevor die terminale Extension erfolgte. Die Anlagerungs-Temperatur wurde
in der Regel so gewahlt, dass sie etwa 5°C unter der Ty des Primers mit der
geringeren Schmelztemperatur lag. Die Dauer der Extension wurde wie angegeben
an die Lange des entstehenden PCR-Produkts angepasst.

Im Anschluss wurde das PCR-Produkt durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt
und ausgeschnitten (5.4.5, 5.4.6). In Fallen, in denen die Abtrennung der Matrizen-
DNA nicht notwendig war, wurde das PCR-Produkt mit dem QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen) nach Herstellerprotokoll gereinigt.

5.4.10 Sequenzieren von DNA

DNA-Sequenzierungen wurden mit einem ABI 3730 48-Kapillar Sequenzierer
(Perkin Elmer) in der Core-Facility des Max-Planck Institutes fur Biochemie
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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5.4.11 Zielgerichtete in vitro Punktmutagenese

Fir den gezielten Austausch einzelner Basen mittels einer PCR-basierten Methode
wurde der QuickChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) nach den
Angaben des Herstellers verwendet. Dabei wurden zwei komplementére
Oligonukleotide verwendet, die in der Mitte die gewlinschte Punktmutation gegentiber
der Zielsequenz trugen und in die 5- und 3’-Richtungen noch jeweils mindestens
17bp komplementar zur Zielsequenz aufwiesen. Sollten mehrere Basen einer
Gensequenz ausgetauscht werden, wurde der QuickChange Multi Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Hier
erfolgte das Versuchsprotokoll und das Design der Oligonukleotide nach demselben
Prinzip, allerdings wurde nur ein Primer pro einzufihrender Mutation verwendet und
maximal 5 Basen pro Reaktion ausgetauscht. Die methylierte Plasmid-DNA der
Matrize wurde nach der PCR durch einen Dpnl-Verdau fiir 1h bei 37°C beseitigt und
4yl dieses Ansatzes in E. coli transformiert. Die eingefliigten Mutationen wurden tber

Sequenzierungen Uberpruft.

5.4.12 Isolierung von RNA aus Saugerzellen

Die Extraktion von Gesamt-RNA aus Sauger-Zellkulturen erfolgte mittels des
RNeasy RNA Purification Kit (Qiagen) wie vom Hersteller angegeben. Fur eine
Homogenisierung des Zelllysates vor dem Auftragen auf die RNA-Saulchen wurden
zusatzlich noch QIAShredder Saulen (Qiagen) verwendet. Nach Elution der Gesamt-
RNA mit RNAse-freiem ddH,O erfolgte bis zur weiteren Verwendung eine Lagerung
bei —80°C. Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch bei einer
Wellenlange von 260nm in einem BioPhotometer (Eppendorf). Eine optische Dichte
von 1 entspricht dabei einer Konzentration von 40ug/ml RNA.

5.4.13 Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA

Die Elektrophorese von RNA erfolgte stets denaturierend unter der Verwendung
von MOPS-gepufferten (1xMOPS: 200mM MOPS [pH 7,0], 50mM Natriumacetat,
1mM EDTA) Formaldehydgelen (1% Agarose, 1XMOPS, 6,25% Formaldehyd). Fur
eine Denaturierung der RNA vor dem Gellauf wurden jeweils 2ug RNA mit 20ul RNA-
Ladepuffer (50% Formamid, 6,25% Formaldehyd, 1xMOPS, 0,1% Bromphenolblau,
10ug/ml EtBr) versetzt und bei 55°C fur 10min inkubiert. Im Anschluss wurden die
Proben sofort auf Eis gekuhlt und auf das Gel geladen. Die Auftrennung der RNA
erfolgte dabei mit IXMOPS als Laufpuffer unter einer Spannung von 30V fur 3-6h.
Anschlieend wurden die geladene RNA-Menge und die Intaktheit der RNA durch
Sichtbarmachung der 28S und 18S rRNA bei UV-Licht der Wellenlange 324nm auf
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einem UV-llluminator (IDA) Uberpruft. Hierauf erfolgte die Trocknung des Gels auf
einem Whatman-Filterpapier unter Vakuum bei 80°C fur 3h, bevor eine
Quantifizierung der *P-markierten rRNA-Spezies mit einem Phospholmager (BAS-
2500, Fuji) und der Quantifizierungssoftware ImageGauge 4.23 (Fuji) durchgefuhrt
wurde.

5.4.14 Reverse Transkription

Fur die reverse Transkription von mRNA wurde nach Extraktion der RNA aus
Saugerzellen (5.4.12) der Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)
gemal den Angaben des Herstellers verwendet. Es wurden random hexamer-Primer
verwendet, um eine moglichst vollstandige reverse Transkription von RNAs zu
gewahrleisten. 2pl der entstandenen cDNA wurden anschlief3end in der Realtime RT-
PCR eingesetzt.

5.4.15 Realtime RT-PCR

Die Realtime RT-PCR ist eine Methode zur Quantifizierung von Nukleinsauren.
Durch sie ist es moglich, Uber den gesamten Reaktionsverlauf einer PCR hinweg die
Amplifizierung der DNA zu verfolgen und innerhalb des linearen Anstiegsbereiches
der PCR die urspringlich eingesetzte DNA-Menge zu ermitteln. Das Prinzip der
Quantifizierung bei der Realtime PCR beruht dabei auf der unspezifischen Bindung
des Farbstoffes SYBR Green an doppelstrangige DNA, da sich die
Fluoreszenzintensitat dieses interkalierenden Agens proportional zur neugebildeten
DNA-Menge verhalt. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte dazu in einem
LightCycler® 480 (Roche). Realtime RT-PCR-Versuche in dieser Arbeit wurden stets
halbquantitativ durchgefiihrt. Dazu wurde der LightCycler® 480 SYBR Green | Kit
(Roche) nach Herstellerangaben verwendet. Da bereits MgCl,, dNTPs, SYBR Green,
der entsprechende PCR-Puffer und die FastStart Tag DNA Polymerase im Master
Mix vorhanden waren, beschrankte sich ein Einzelansatz auf folgende Komponenten:

2xLightCycIer® 480 SYBR Green | Master ........... 10 pl
forward Primer (10 UM) ..o, 1ul
reverse Primer (10 M) ....ooovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 1ul
AAH2O . 6 pl
CDNA L 2l

Das Protokoll bestand, nach einer Aktivierung der FastStart Taq DNA Polymerase
von 5min bei 95°C, aus 40 Zyklen mit jeweils 10s Denaturierungsphase bei 95°C,
15s Anlagerungs-Phase bei 58°C und 25s Elongationsphase bei 72°C. Die
Fluoreszenzmessung erfolgte nach der Elongationsphase in jedem Zyklus. Nach
dem Ende des Amplifikationsprogrammes wurde noch das Schmelzverhalten der
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amplifizierten DNA analysiert. Dazu wurde die DNA langsam (0,1°C/sec) von 60°C
auf 95°C erhitzt und die Fluoreszenz kontinuierlich gemessen. War die Reaktion
spezifisch, d.h. entstand lediglich ein einziges Produkt in der PCR-Reaktion, so sollte
die Fluoreszenz bei einem fur das Produkt charakteristischen Punkt plotzlich
abnehmen. Bei einer unspezifischen Reaktion hingegen ist keine scharfe Abnahme
der Fluoreszenz oder gar eine mehrstufige Abnahme zu beobachten, die auf das
Auftreten mehrerer unspezifischer Produkte zurickzufuhren ist. In dieser Arbeit
wurde bei jedem Versuch durch Analyse des Schmelzverhaltens die Spezifitat der
PCR-Reaktion validiert. Um eine semiquantitative Expressionsanalyse durchfuhren
zu konnen, wurde in jeder Probe neben der zu analysierenden cDNA auch die cDNA
des Haushaltsgens Porphobilinogen-Deaminase (PBG-D) quantifiziert und jeweils
das Verhaltnis aus beiden cDNAs gebildet. Nach Erstellen einer Standardkurve far
jedes eingesetzte Primerpaar und der Errechnung der relativen mRNA-Mengen
durch die LightCycler® 480 Software (Roche) konnten so die relativen mRNA-
Mengen des zu untersuchenden Gens aus verschiedenen Proben miteinander
verglichen werden. Die relative mRNA Menge des zu untersuchenden Gens wurde
dabei in der Kontrollreaktion auf 100% gesetzt und alle anderen Proben relativ dazu
betrachtet. Zusatzlich wurde fur jedes Primerpaar eine Negativkontrolle angesetzt,
die als Kontrollansatz ohne cDNA-Matrize die Gultigkeit des entsprechenden
Versuches gewahrleistete. Folgende Primer wurden in dieser Arbeit fur Realtime
RT-PCR benutzt:

Zielgen | Primer 1 | Primer 2

SENP1 5'-tccagatgatgaagtatcagag-3' 5'-ctcagaggcgacatgttagtac-3'
SENP2 5'-ggctgtaatagaagaccaggtg-3' 5'-caccctcctccacagtacaatg-3'
SENP3 5'-caaagtctcctctggaccctg-3' 5'-tgctgcacacattgctgatgag-3'
SENP5| 5'-ctgtggtgaaggggacgaactctc -3' 5'-cacaggcccatctacgctactcac-3'
SENP6 5'-catcatgctcatgcacagatac-3' 5'-ccacttgtgattcggactcttc-3'
SENP7 5'-aacatatccgagggtgtcctg-3' 5'-tctaggctgccatcagat gat g-3'
PBG-D 5'- ccctggagaagaatgaagtgg -3' 5'- ttctctggcagggtttctagg -3'

5.5 Proteinbiochemische Methoden

5.5.1 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Polyacrylamid Gelelektrophoresen nur unter
denaturierenden Bedingungen durchgefuhrt (Laemmli, 1970). Typischerweise
wurden Gele mit 10% Trenngel (10% Acrylamid/Bisacrylamid [29:1], 390mM Tris [pH
8.8], 0,1% SDS, 0,2% TEMED, 0,2% APS) in Gelapparaturen aus der technischen
Werkstatt des Max Planck Instituts fur Biochemie gegossen und mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach erfolgter Polymerisation wurde Isopropanol dekantiert, auf das
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Trenngel ein 5%iges Sammelgel (5% Acrylamid/Bisacrylamid [29:1], 125mM Tris [pH
6.8], 0,1% SDS, 0,2% TEMED, 0,2% APS) gegossen und fur die Ausbildung von
Sammeltaschen ein Teflonkamm mit 15 Zahnen fur je 20ul Probenvolumen in das
noch flissige Sammelgel gesteckt. Proteinproben wurden in 1xSDS-Probenpuffer
(62,5mM Tris [pH 6.8], 10% Glycerin, 2% SDS, 5% B-Mercaptoethanol und 0,01%
Bromphenolblau) aufgenommen, durch Erhitzen (5 min bei 95°C) denaturiert, auf das
Gel aufgetragen und bei einer Stromstarke von 25mA in SDS-Laufpuffer (50mM Tris,
384mM Glycin und 0,1% SDS) aufgetrennt. Als Molekulargewichtstandard fur das
Abschatzen der GrofRe von Proteinen fand der Precision Prestained Plus Protein
Standard (BioRad) Verwendung. Die Acrylamidkonzentration der Gele richtete sich
dabei nach dem Molekulargewicht der aufzutrennenden Proteine und wurde
gegebenenfalls angepasst. Fur die Auftrennung eines grolden Spektrums an
Proteingrof3en wurden 4-20%ige Gradientengele verwendet. Zwei Gellésungen (4%-
Lésung: 4% Acrylamid/Bisacrylamid [29:1], 390mM Tris [pH 8.8], 0,1% SDS; 20%-
Lésung: 15% Saccharose 20% Acrylamid/Bisacrylamid [29:1], 390mM Tris [pH 8.8],
0,1% SDS) wurden in zwei getrennte Kammern eines Gradientenmischers gegeben
und mit 1/100 Vol 10% APS und 1/1000 Vol TEMED gemischt. Nach Offnen des
Verbindungskanals wurden die Gele dann unter Ruhren der vorderen (20%) Kammer
mit einer Peristaltikpumpe von oben in die Gelform gegossen und mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde der Alkohol entfernt und ein
3.75%iges Sammelgel (3,75% Acrylamid/Bisacrylamid [29:1], 125mM Tris [pH 6.8],
0,1% SDS, 0,2% APS und 0,2% TEMED) auf das Trenngel gegossen.

5.5.2 Coomassiefarbung von Proteingelen

Um Proteinbanden sichtbar zu machen, wurden Polyacrylamid-Gele fur 2h bei RT
in PageBlue™ Protein Staining Solution (Fermentas) gefarbt und anschlieRend durch
wiederholtes Waschen mit ddH2O entfarbt.

5.5.3 Western Blot

Mittels SDS-PAGE aufgetrennte Proteine wurden in einer Semidry-Apparatur
(Werkstatt des Max-Planck Instituts fur Biochemie) aus dem SDS-Gel auf eine
Nitrocellulose-Membran (Hybond-C Extra, Amersham) uberfuhrt. Der Transfer wurde
bei RT fur 90min in Transferpuffer (48mM Tris, 39mM Glycin, 0 038% SDS und 20%
Methanol) bei einer konstanten Stromstarke von 2mA/cm? Membran durchgefiihrt.
Fur die Besetzung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Nitrocellulose-Membran
mit den immobilisierten Proteinen anschlieBend fur mindestens 90min bei 4°C in
blocking-Puffer (PBS, 0,05% Tween-20, 0,2% (w/v) I-Block (Tropix) blockiert.
Anschlielend erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikdrper in blocking Puffer
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Uber Nacht bei RT. Die Membran wurde dreimal fur 5min mit PBST (PBS, 0,05%
Tween-20) gewaschen und anschlieBend fur 1h bei RT mit einem Alkalische
Phosphatase-konjugierten sekundaren Antikorper in einer Verdinnung von 1:15.000
in blocking Puffer inkubiert. Nach 5-maligem Waschen in PBST wurde die Membran
noch zweimal fur 3min in assay-Puffer (1mM MgCl,, 20mM Tris [pH 9,8]) inkubiert,
um far die Reaktion der Alkalischen Phosphatase ein basisches Milieu zu schaffen.
Anschliefend wurde der gebundene Antikorper mittels Chemiluminiszenz (CDP-Star
Western Kit, Tropix) uber das Auflegen eines Films (Amersham) oder direkt mit einer
Kamera (LAS-3000, Fuji) nachgewiesen. Folgende Antikorper wurden verwendet:
mouse anti-FLAG M2 (Sigma), mouse anti-HA 16B12 (Covance), mouse anti-V5
(Invitrogen), mouse anti-SENP6 (Abcam), mouse anti-NPM1 FC-61991 (Zymed),
mouse anti-pRb (PharMingen), mouse anti-PARP1 (BD Biosciences), mouse p14ARF
DCS-240 (Sigma), mouse anti-CyclinB1 Ab-2 (Calbiochem), mouse anti-Tubulin E7
(DSHB), rabbit anti Mad2 (Bethyl), rabbit anti-Histon H3 (Abcam), rabbit anti-SENPS
(zur Verfugung gestellt von E. Yeh, (Gong und Yeh, 2006)), rabbit anti-SENP3 (diese
Arbeit, siehe 5.5.10)

5.5.4 Farwestern-Analyse

Fur die Untersuchung von Flag-SENP3-Varianten in einer Farwestern-Analyse
wurde jeweils eine 10cm Kulturschale HeLa S3 Zellen wie unter 5.3.7 beschrieben
mit dem jeweiligen pRTS-1-Konstrukt in Hygromycin selektioniert, durch einen
doppelten Thymidin-Block und Arrest in Nocodazol in der Prometaphase arretiert und
mit einem mitotischen shake off angereichert (5.3.12). Die Lyse erfolgte nach
einmaligem Waschen in kaltem PBS in 250ul IP-Puffer (50mM Tris [pH 7.4], 150 mM
NaCl, 2mM EDTA, 1% Triton-X100), der mit Complete Proteaseinhibitor Cocktail
(Roche) und gegebenenfalls einer Mischung von Phosphatase-Inhibitoren (10mM
NaF, 10mM p-Glycerophosphat, 1mM NasVO,) versetzt wurde. Die Zellen wurden mit
einem Zellschaber abgekratzt und in einem 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefal® fur
30min bei 4°C an einem Drehrad inkubiert. Zelltrimmer wurden anschlieRend far
10min bei 20.000g und 4°C abzentrifugiert. Nach Anreicherung von Flag-SENP3-
Varianten (5.5.7) wurden die Zellen nicht behandelt oder mit 8U/ul Lambda
Proteinphosphatase (NEB) inkubiert bevor sie in 1xSDS-Probenpuffer aufgenommen
und fur 5min aufgegekocht wurden. AnschlieBend wurden die Proteine uUber eine
SDS-PAGE aufgetrennt und wie bei einem normalen Western Blot weiterverfahren.
Vor der Inkubation mit dem Primarantikdrper erfolgte allerdings eine Inkubation der
Nitrocellulose Membran mit 1ug/ml GST-PBD (Boos, 2007) in blocking Puffer fir 3h.
Nach dreimaligem Waschen in PBST wurde die nun gebundene GST-PBD mit anti-
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GST-Antikorper aus Kaninchen (Boos, 2007) und Alkalischer Phosphate
gekoppeltem anti-Kaninchen Antikorper wie unter 5.5.3 nachgewiesen.

5.5.5 Lyse und Praparation von Zelllysaten

Zelllysate, die direkt uber SDS-PAGE und Western Blot analysiert werden sollten,
wurden nach einmaligem Waschen der Zellen in kaltem PBS durch direkte Zugabe
von 400ul 1xSDS-Probenpuffer pro Vertiefung einer 6-well Platte lysiert. Das Lysat
wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefald Uberfuhrt und 5min bei 95°C aufgekocht
bevor eine Analyse Uber SDS-PAGE und Western Blot erfolgte. Sollte endogenes
SENP3 untersucht werden, wurden Zellen einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und
sofort mit 250ul IP-Puffer (50mM Tris [pH 7.4], 150 mM NaCl, 2mM EDTA, 1% Triton-
X100) und Complete Proteaseinhibitor Cocktail (Roche) versetzt. Sollte die
Phosphorylierung von SENP3 dabei erhalten bleiben, wurde zusatzlich eine
Mischung von Phosphatase-Inhibitoren (10mM NaF, 10mM p-Glycerophosphat, 1mM
NaszVO,) beigemengt. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber abgekratzt, und in
einem 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefal® fur 30min bei 4°C an einem Drehrad
inkubiert. Zelltrimmer wurden anschlieBend fir 10min bei 20.000g und 4°C
abzentrifugiert. Der Uberstand stellte das Zelllysat dar, das nach Zugabe von 62,5l
5xSDS-Probenpuffer (312mM Tris [pH 6.8], 50% Glycerin, 10% SDS, 25% -
Mercaptoethanol und 0,05% Bromphenolblau) und dreiminutigem Aufkochen in einer
SDS-PAGE und anschlieRendem Western Blot untersucht wurde.

5.5.6 Identifikation von SENP3-Interaktoren

Zur Identifikation von SENP3-Interaktoren wurden jeweils zehn 15cm-Schalen
HEK293T Zellen transient mit pCl-Flag-SENP3“**?® oder Leervektor transfiziert und
48h spater durch Rotation in 5ml Lysepuffer (50 mM Tris [pH 7.4], 150 mM NaCl, 2
mM EDTA, 0,1% NP40) mit Complete Proteaseinhibitor Cocktail (Roche) fir 30 min
bei 4°C lysiert. Zelltrimmer wurden fir 30 min bei 20.000g und 4°C abzentrifugiert
und der Uberstand auf eine anti-FLAG M2 Agarose-Saule (Sigma) mit 250 pl
Bettvolumen geladen. Nach vier Waschschritten mit je 5ml Lysepuffer wurden
gebundene Proteine mit 2ml 0,2mg/ml FLAG-Peptid in Lysepuffer eluiert und durch
Zugabe von 100pl 55% TCA fur 20min auf Eis gefallt. Die nun gefallten Proteine
wurden fur 20min bei 20.000g und 4°C abzentrifugiert und einmal mit eiskaltem
Ethanol gewaschen. Die Proteine wurden getrocknet, in 1xSDS-Probenpuffer
aufgenommen, durch funfmindtiges Kochen denaturiert und mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Mit SENP3 aufgereinigte Proteinbanden wurden durch Coomassie-
Farbung sichtbar gemacht, ausgeschnitten und im Gel tryptisch verdaut. Die aus
dem Gel eluierten Peptide wurden anschliekend im  MALDI-TOF
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Massenspektrometer analysiert. Die ldentifikation der Proteine erfolgte Uber deren
Peptidmassen unter Benutzung des Programmes Mascot.

5.5.7 Immunprazipitation und Anreicherung von Flag-SENP3

Fur Immunprazipitationen und eine Anreicherung von Flag-SENP3 wurden Hela
S3 oder HEK293T Zellen in einer 10cm Kulturschale bis zu einer Konfluenz von etwa
90% kultiviert, einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und sofort mit 1ml IP-Puffer
(50mM Tris [pH 7.4], 150 mM NaCl, 2mM EDTA, 1% Triton-X100) und Complete
Proteaseinhibitor Cocktail (Roche) versetzt. Sollte eine Phosphorylierung dabei
erhalten bleiben, wurde zusatzlich eine Mischung von Phosphatase-Inhibitoren
(10mM NaF, 10mM g-Glycerophosphat, 1mM NasVO,) beigemengt. Die Zellen
wurden mit einem Zellschaber abgekratzt, und in einem 1,5ml Eppendorf-
Reaktionsgefald fur 30min bei 4°C an einem Drehrad inkubiert. Zelltrmmer wurden
anschlieBend fiir 10min bei 20.000g und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand stellte
das Zell-Lysat dar, das nun mit 20ul anti-Flag M2 Agarose (Sigma) fur 3h bei 4°C
inkubiert wurde. Fur die Immunprazipitation von endogenem SENP3 wurde 1ml Lysat
einer 90% konfluenten 10cm Kulturschale mit 3ug polyklonalem SENP3-Antikorper
fur 3h bei 4°C inkubiert und mit 25ul einer 50%igen Aufschlammung von Protein G
Plus/Protein A-Agarose (Calbiochem) fur 1h gebunden. Nach funfmaligem Waschen
mit |IP-Puffer wurden die Proteine durch funfminttiges Kochen in 1xSDS-
Probenpuffer von der Matrix eluiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und in einem
Western Blot untersucht. Alternativ wurde angereichertes Flag-SENP3 nach
Auftrennung Uber eine SDS-PAGE durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht,
ausgeschnitten und im Gel tryptisch verdaut. Die aus dem Gel eluierten Peptide
wurden anschlie®end in einem Orbitrap LTQ Massenspektrometer (Thermo Electron)
auf phosphorylierte Fragmente untersucht. Die Auswertung erfolgte unter Benutzung
des Programmes Mascot.

5.5.8 Anreicherung Hisg-markierter Proteine Uiber eine Ni-NTA-Matrix

HEK293T bzw. HelLa S3 Zellen wurden in 10cm Zellkulturschalen transfiziert und
48h nach Transfektion mit 1ml denaturierendem Nickel-Lysepuffer (6M
Guanidiniumhydrochlorid, 100 mM NaH2POs, 10 mM Tris/HCI [pH 8.0]) versetzt und
in einem 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefal® 3 x 15s bei 20% sonifiziert (Sonopuls
HD2200, Bandelin). Nach Zentrifugation bei 13.000g fur 5min wurden 50ul des
Uberstandes einer TCA-Prazipitation unterzogen und spéater als Lysat auf ein SDS-
Gel aufgetragen. Die restlichen 950ul wurden Uber Nacht mit 20yl magnetischen Ni-
NTA Agarose beads (Qiagen) bei RT an einem Drehrad inkubiert. Die magnetischen
beads wurden je zweimal mit 1ml Waschpuffer A (8M Harnstoff, 100mM NaHzPOu4,
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10mM Tris/HCI [pH 8.0]) und B (8M Harnstoff, 100mM NaH2PO4, 10mM Tris/HCI [pH
6.8]) sowie einmal mit PBS gewaschen und far 5min in 50ul 1xSDS-Probenpuffer
aufgekocht. AnschlieRend erfolgte eine Analyse der Proteine uber SDS-PAGE und
Western Blot.

5.5.9 In vitro-Modifikation mit SUMO und Demodifikation

Substrate wurden durch in vitro Transkription/Translation (TNT quick coupled
reticulocyte lysate system Kit, Promega) gemall den Angaben des Herstellers
erzeugt und bei der Translation durch die Zugabe von **S-Methionin radioaktiv
markiert. Anschlie®end wurden fur eine Modifikation mit SUMO 2ul des Translatats
mit 100ng E1, bestehend aus GST-AOS1 und Hisg-UBA2, 50ng Ubc9 und 3ug Hise-
SUMO1 bzw. Hise-SUMOZ2 in Modifikationspuffer (50mM Tris/HCI [pH 7.5], 5mM
MgClz, 2mM ATP) fur 90min bei 30°C in einem 20yl Reaktionsansatz inkubiert. Sollte
zusatzlich die Demodifikation des Substrates Uberpruft werden, wurden 4pul 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 6xSDS-Probenpuffer abgestoppt, fur 5min bei 95°C aufgekocht und
durch SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Trocknung des SDS-Gels unter Vakuum bei
80°C erfolgte die Detektion des in vitro translatierten Substrates und der SUMO-
modifizierten Formen mittels Autoradiographie.

5.5.10 Herstellung und Aufreinigung eines SENP3 Antikorpers

Die Herstellung des anti-SENP3 Antikorpers erfolgte in einem Kaninchen durch
Injektion einer Mischung zweier Peptide aus SENP3 (LPPRWSQLGTSQRPR und
TQQDMPKLRRQIYK) durch die Firma Eurogentec. Das erhaltene Serum wurde uber
eine Affinitatssaule, an die beide Peptide anhand des Sulfolink Coupling Gel Matrix
Kits (Pierce) kovalent gekoppelt wurden, gemall den Angaben des Herstellers
aufgereinigt.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Abbildungen

A
Start - End Observed Mr (expt) Mr (calc) Delta Miss Sequence
25 - 32 1023.5694 1022.5621 1022.4821 0.0800 1 K.ADKDYHFK.V
33 - 45 1568.8178 1567.8105 1567.7226 0.0879 0 K.VDNDENEHQLSLR.T
46 - 54 803.5278 802.5205 802.4549 0.0656 0 R.TVSLGAGAK.D
8l - 101 2227.4176 2226.4104 2226.2083 0.2021 0 K.MSVQPTVSLGGFEITPPVVLR.L
81 - 101 2243.3749 2242.3676 2242.2032 0.1644 0 K.MSVQPTVSLGGFEITPPVVLR.L Oxidation (M)
207 - 221 1603.8540 1602.8467 1601.7757 1.0710 1 K.SNQNGKDSKPSSTPR.S
213 - 221 974.5955 973.5882 973.4829 0.1053 0 K.DSKPSSTPR.S
222 - 229 910.5399 909.5326 909.4556 0.0770 1 R.SKGQESFK.K
240 - 248 931.5392 930.5320 930.4658 0.0661 0 K.GPSSVEDIK.A
251 - 257 806.4749 805.4676 805.4004 0.0673 0 K.MQASIEK.G
278 - 291 1819.9913 1818.9840 1818.8359 0.1481 0 R.MTDQEAIQDLWQWR.K
278 - 291 1835.9628 1834.9555 1834.8308 0.1247 0 R.MTDQEAIQDLWQWR.K Oxication (M)
B
1 MEDS) Y > CELKADKDYH FKVDNDENEH QLSLRTVSLG
51 AGAKD P LG GFEITPPVVL
101 RLKCG SG KR GGGSK
151 VBQ KLAA DEDDDDDDEE DDDEDDDDDD KA PVKK P
201 AXNAQKSNQON GKDSKPSSTP RSKGQESFKK QEKTPKTPKG PSSVEDIKAK
251 MQASIEKGGS L EAKFIN YVKNCFRMTD QEAIQDLWQW RKSL

Anhang Abb. 1: Identifizierung von NPM1 durch Massenspektrometrie

(A) Eine Gruppe von tryptisch verdauten Peptiden eines 37kDa grof3en Proteins, das mit SENP3
interagiert, stimmt mit theoretisch berechneten Massen tryptisch verdauter Peptide von NPM1
Uberein. (B) Die Position dieser ibereinstimmenden Peptide in der Sequenz von NPM1 ist mit roter
Schrift gezeigt, Abdeckung 32%.

B

A 1 MKETIQGTGS WGPEPPGPGI PPAYSSPRRE RLRWPPPPKP RLKSGGGFGP 1 MKETIQGTGS WGPEPPGPGI PPAYSSPRRE RLRWPPPPKP RLKSGGGFGP
51 DPGSGTTVPA RRLPVPRPSF DASASEEEEE EEEEEDEDEE EEVAAWRLPP 51 DPGEGTIVPA RRLPVERESE; DASASEEERE EEEEEDEDEE, EEVAAWRLEE
101 RWSQLGTSQR PRPSRPTHRK TCSQRRRRAM RAFRMLLYSK STSLIFHWKL 101 RWSQLGTSQR PRPSRPTHRK TCSQRRRRAM RAFRMLLYSK STSLTFHWKL
151 WGRHRGRRRG LAHPKNHLSP QQGGATPQVP SPCCRFDSPR GPPPPRLGLL 151 WGRHRGRRRG LAHPKNHLSP QQGGATPQVP SPCCRFDSPR GPPPPRLGLL
201 GALMAEDGVR GSPPVPSGPP MEEDGLRWTP KSPLDPDSGL LSCTLPNGEG 201 :GALMARDGVR GEPRVPSGPE MEEDGLNIIP: REFLOPDEGL L CTLENGEG
251 GQSGPEGERS LAPPDASILI SNVCSIGDHV AQELFQGSDL GMAEEAERPG 251 GOSGPEGERS LAPPDASILI SNVCSIGDHV AQELFQGSDL GMAEEAERPG
301 EKAGQHSPLR EEHVICVQSI LDEFLQTYGS LIPLSTDEVV EKLEDIFQQE 301 ERAGQHSPLR EERVICVQSI LDEFLQTYGS LIPLSTDEVV EKLEDIFQQE
351 FSTPSRKGLV LOLIQSYORM PGNAMVRGFR VAYKRHVLTM DDLGTLYGON 351 FSTPSRKGLV LQLIQSYQRM PGNAMVRGFR VAYKRHVLTM DDLGTLYGON
401 WLNDQUMNMY GDLVMDTVPE KVHFFNSFFY DKLRTKGYDG VKRWTKNVDI 401 WLNDQUMNMY GDLVMDTVPE KVHFFNSFFY DKLRTKGYDG VKRWTKNVDI
451 FNKELLLIPI HLEVHWSLIS VDVRRRTITY FDSQRTLNRR CPKHIAKYLO 451 FNKELLLIPI HLEVHWSLIS VDVRRRTITY FDSQRTLNRR CPKHIAKYLO
501 AEAVKKDRLD FHQGWKGYFK MNVARQNNDS DCGAFVLQYC KHLALSQPFS 501 AEAVKKDRLD FHQGWKGYFK MNVARQNNDS DCGAFVLQYC KHLALSQPFS
551 FTQQDMPKLR RQIYKELCHC KLTV 551 FTQQDMPKLR RQIYKELCHC KLTV

C

1 MKETIQGTGS WGPEPPGPGI PPAYSSPRRE RLRWPPPPKP RLKSGGGFGP
51 DPGSGTTVPA RRLPVPRPSF DASASEEEEE EEEEEDEDEE EEVAAWRLPP
101 RWSQLGTSQR PRPSRPTHRK TCSQRRRRAM RAFRMLLYSK STSLTFHWKL
151 WGRHRGRRRG LAHPKNHLSP QQGGATPQVP SPCCRFDSPR GPPPPRLGLL
201 GALMAEDGVR GSPPVPSGPP MEEDGLRWTP KSPLDPDSGL LSCTLPNGFG
251 GQSGPEGERS LAPPDASILI SNVCSIGDHV AQELFQGSDL GMAEEAERPG
301 EKAGQHSPLR EEHVTCVQSI LDEFLQTYGS LIPLSTDEVV EKLEDIFQQE
351 FSTPSRKGLV LQLIQSYQRM PGNAMVRGFR VAYKRHVLTM DDLGTLYGQN
401 WLNDQVMNMY GDLVMDTVPE KVHFFNSFFY DKLRTKGYDG VKRWTKNVDI
451 FNKELLLIPI HLEVHWSLIS VDVRRRTITY FDSQRTLNRR CPKHIAKYLQ
501 AEAVKKDRLD FHQGWKGYFK MNVARQNNDS DCGAFVLQYC KHLALSQPFS
551 FTQQDMPKLR RQIYKELCHC KLTV

Anhang Abb. 2: Identifizierung von SENP3-Phosphorylierungsstellen durch
Massenspektrometrie

(A)-(C) Flag-SENP3 wurde in HeLa S3 Zellen exprimiert, Uber anti-Flag M2 Agarose aufgereinigt,
tryptisch verdaut und einer massenspektrometrischen Analyse auf Phosphorylierungsstellen
unterzogen. Die Position einzelner Peptide, die mit theoretisch berechneten Massen tryptisch
verdauter Peptide von SENP3 ubereinstimmen, ist mit roter Schrift gezeigt. (A) Flag-SENP3 aus
asynchronen Zellen, Abdeckung 48% (B) Flag-SENP3 aus Nocodazol-arretierten Zellen, Abdeckung
46% (C) Flag-SENP3 aus Taxol-arretierten Zellen, Abdeckung 45%.
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siRNA Transfektion Nocodazol MG132
4h 16h 8h 22h 8h [3h]
1 y
1. Thymidin-Block Freisetzung aus 2. Thymidin-Block Freisetzung aus Fixierung
Thymidin-Block Thymidin-Block

Anhang Abb. 3: Synchronisierungs-Schema zur Gewinnung mitotischer Zellen

Nach Transfektion wurden HelLa S3 Zellen mit einem doppelten Thymidin Block vorsynchronisiert und
anschlieflend mit Nocodazol arretiert, um den spindle assembly checkpoint zu aktivieren. Nach etwa
8h wurde dem Medium zusatzlich MG132 beigemengt, um zu verhindern, dass Zellen die Mitose
weiter durchlaufen. 3h nach Zugabe von MG132 wurden Zellen durch mitotischen shake off
gesammelt, auf poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser zentrifugiert und mit PTEMF-Puffer fixiert.

siRNA Transfektion Nocodazol Start
‘ v v
4h 16h 8h 22h 6h |
1 1
1. Thymidin-Block Freisetzung aus 2. Thymidin-Block Freisetzung aus
Thymidin-Block Thymidin-Block

Anhang Abb. 4: Synchronisierungs-Schema fiir die Zeitraffer-Mikroskopie

Nach Transfektion wurden HeLa S3 Zellen mit einem doppelten Thymidin Block vorsynchronisiert.
Etwa 3h nach Freisetzung der Zellen aus dem zweiten Thymidinblock wurde Nocodazol hinzugefiigt,
um den spindle assembly checkpoint zu aktivieren. 6h nach Freisetzung aus dem zweiten

Thymidinblock wurde die Zeitraffer-Mikroskopie gestartet.
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Anhang Abb. 5: Depletion von SENP3 verzégert den Beginn der Anaphase

(A) HeLa S3 Zellen mit stabil integriertem Histon H2B-GFP wurden wie angegeben mit siRNA
Oligonukleotiden behandelt. Die Einzelbilder sind reprasentative Aufnahmen und zeigen das
Fortschreiten einzelner Zellen in der Mitose zu den angegebenen Zeitpunkten. MaRstab: 40um, Zeit
[h:min] (B) Quantifizierung der Zeitspanne zwischen DNA-Kondensation und Beginn der Anaphase.
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ﬂ
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B Uberlagerung
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D Uberlagerung
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Anhang Abb. 6: Lokalisierung von SAC-Proteinen nach Depletion von SENP3

(A) — (D) Die Lokalisierung einzelner SAC-Proteine in HeLa S3 Zellen wurde nach Transfektion des
angegebenen siRNA-Oligonukleotids anhand immunologischer Farbung mit den angegebenen
Antikoérpern bestimmt. DNA wurde mit DAPI angefarbt. (grin) CREST-Antiserum (rot) wurde als
Kinetochor/Centromer-Marker benutzt. Maflstab: 5um. Einzelne Kinetochor-Paare wurden vierfach
vergroRert. (D) Depletion von PICH diente als Kontrolle fir eine Mislokalisierung von Mad2. (E)
Depletion von SENP3 in den fir diesen Versuch benutzten Zellen, gezeigt mittls Western Blot.
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SISENP6-1 18

H2B-GFP

Anhang Abb. 7: Depletion von SENPS6 fiihrt zu fehlerhaftem Uberschreiten eines Nocodazol-
Arrests

(A) HeLa S3 Zellen mit stabil integrietem Histon H2B-GFP wurden wie angegeben mit siRNA
Oligonukleotiden transfiziert und nach einem Doppel-Thymidinblock mit Nocodazol behandelt. Die
Einzelbilder sind reprasentative Aufnahmen und zeigen das Verhalten einzelner Zellen in der Mitose
zu den angegebenen Zeitpunkten. Malstab: 40um, Zeit [h:min] (B) Quantifizierung der Zeitspanne
zwischen DNA-Kondensation und Beginn der Anaphase.
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Anhang Abb. 8: Depletion von SENP6 beschleunigt den Beginn der Anaphase

(A) HeLa S3 Zellen mit stabil integriertem Histon H2B-GFP wurden wie angegeben mit siRNA
Oligonukleotiden behandelt. Die Einzelbilder sind reprasentative Aufnahmen und zeigen das
Fortschreiten einzelner Zellen in der Mitose zu den angegebenen Zeitpunkten. MaRstab: 40um, Zeit
[h:min] (B) Quantifizierung der Zeitspanne zwischen DNA-Kondensation und Beginn der Anaphase
(C) Kontrolle der Depletion von SENP6 in diesem Experiment in Form eines Western Blots.
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Anhang Abb. 9: Lokalisierung von SAC-Proteinen nach Depletion von SENP6

(A) — (D) Die Lokalisierung einzelner SAC-Proteine in HeLa S3 Zellen wurde nach Transfektion des
angegebenen siRNA-Oligonukleotids anhand immunologischer Farbung mit den angegebenen
Antikdrpern bestimmt. DNA wurde mit DAPI angefarbt (grin). CREST-Antiserum (rot) wurde als
Kinetochor/Centromer-Marker benutzt. Maflstab: 5um. Einzelne Kinetochor-Paare wurden vierfach
vergrofert. (E) Depletion von SENPG6 in den fiir diesen Versuch benutzten Zellen.
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7.2 Abkilrzungsverzeichnis

% (w/v)
°C

MO

Ml

Mm

UM
APC/C
APS
ATP

bp
BSA
CCD
Cdk1
cDNA
CKI
C-terminal
C-Terminus
D-Box
ddH>0O
DMSO
DNA
dNTP
E. coli
EDTA
ETS
FACS
FCS

g

GFP
GST

h

HA
HBS
HEPES
g

ITS

kb

kDa
LB-Medium
Leu

M

mA

mg

min

ml

mM
MOPS
mRNA

Gewichtsprozent

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

mikromolar

anaphase promoting complex/cyclosome
Ammoniumpersulfat

Adenosintriphosphat

Basenpaare

Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
charge coupled device

cyclin dependent kinase 1

komplementare DNA (complementary DNA)
Cdk-Inhibitor

Carboxy-terminal

Carboxy-Terminus

destruction box (Erkennungssequenz fur den APC/C)
bidestilliertes Wasser

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsaure
Desoxyribonucleotid (N=A,T,G,C)
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure

external transcribed spacer

fluorescence activated cell sorting

fotales Kalberserum (fetal calf serum)

1. Gramm, 2. Gravitationskoeffizient (9,81 m/sec?)
green fluorescent protein

Glutathion S-Transferase

Stunde (hour)

Hamaglutinin-Epitop

HEPES buffered saline
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-Ethansulfonsaure
Immunglobulin

internal transcribed spacer

Kilobasenpaare

Kilodalton

Luria-Bertani-Medim

Leucin

Mol/l, molar

Milliampere

Milligramm

Minute

Milliliter

millimolar
3-N-Morpholinopropan-sulfonsaure
messenger RNA
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N

NBs
NLS
Ni-NTA
nm
NP-40
NPC
NPM1
N-terminal
N-Terminus
ODeéoo
PAGE
PBD
PBS
PCR
PEG
PIPES
RNA
rpm
rRNA
RT

S

S

SAC
SCF®TRCP
SC-Medium
SDS
SENP
SIM
siRNA
SUMO
TCA
TEMED
Tris

Trp

U

UBA
UBC
UBL
Ulp

uv

Wit

normal

nuclear bodies
Kern-Lokalisierungs-Sequenz
Nickel-Nitrilotriacetat

Nanometer

Nonidet P-40

Kernporen-Komplex (nuclear pore complex)
Nucleophosmin

Amino-terminal

Amino-Terminus

optische Dichte bei einer Wellenlange von A=600nm
Polyacrylamidgelelektrophorese
Polo-Box-Domane

Phosphatpuffer (phosphate buffered saline)
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Polyethylenglykol
Piperazin-N,N’-bis(2-ethansulfonsaure)
Ribonucleinsaure

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
ribosomale RNA

1. Reverse Transkription, 2. Raumtemperatur
Sekunde

Sedimentationskoeffizient (Svedberg)
spindle assembly checkpoint
Skp1-Cullin-F-Box-Komplex

synthetic complete Medium
Natriumdodecylsulfat

sentrin-specific protease
SUMO-Interaktionsmotiv

small interfering RNA

small ubiquitin-like modifier
Trichloressigsaure

N, N, N', N', - Tetramethylendiamin
Tris(hydroxymethyl) - aminomethan
Tryptophan

unit

ubiquitin-associated domain

ubiquitin conjugating

ubiquitin-like protein

ubiquitin-like protease

ultraviolett

Wildtyp
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