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1 Einleitung 1

1.1 Der Zellkern

Der Zellkern (Nukleus) ist das markanteste Organell in einer Eukaryotenzelle
und hat typischerweise einen Durchmesser von 5 bis 16 pm. Zwei
konzentrische Membranen bilden die Kernhulle und trennen das Genom vom
Zytoplasma. Die beiden Membranen sind typische Lipidmembranen, wobei die
aullere Membran Bestandteil des endoplasmatischen Retikulums ist, an dem
ortstandige Ribosomen die Synthese von Proteinen durchfuhren. Die innere
Membran ist mit der Kernlamina, einem Maschenwerk fadenférmiger
Proteinstrukturen verbunden, die der Kernhllle ihre Festigkeit verleiht.
Auffallend in der Kernhille sind die Kernporenkomplexe. Diese gewahrleisten
einen selektiven Transport von Molekllen aus dem Kern heraus und in ihn
hinein (Stoffler et al., 1999).

Der Zellkern ist zwar zum grofdten Teil von Chromatin ausgefullt, ein Komplex
aus Desoxyribonukleinsdure (DNA), Histonen und anderen Kernproteinen (z.B.
DNA-Polymerasen, RNA-Polymerasen und Transkriptionsfaktoren), aber er
beinhaltet auch zahlreiche morphologisch sowie funktionell unterschiedliche
Domanen bzw. subnukleare Kompartimente wie zum Beispiel Nukleoli, PML-
Kernkorper (PML = promyelozytische Leukamie Protein), Nuclear Speckles,
Cajal Bodies, Gems und andere (siehe Abbildung 1.1). Diese subnuklearen,
dynamischen Strukturen stehen in direktem Kontakt mit dem Nukleoplasma
wodurch ein stetiger Austausch von Proteinen mdglich ist (Dundr und Misteli,
2001; Matera et al.,1999; Spector, 1993; Lamond und Earnshaw, 1998).
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Abbildung 1.1: Schematische Ubersicht des Zellkerns
Diese Abbildung zeigt den Zellkern mit einigen bekannten Kernkompartimenten (Abcam;
www.abcam.com).

1.2 Promyelozytenleukamie (PML) - Kernkorper

PML-Kernkorper, auch bekannt unter den Namen Kremer Bodies, Nuclear
Domain 10 (ND10) oder PML oncogenic domain (PODs), sind dynamische,
intranukleare Strukturen, die unter anderem das PML-Protein fur ihre Bildung
bendtigen (Borden et al., 2002, Pandolfi 2007). Aufgrund von alternativem
Spleien gibt es eine Vielzahl verschiedener Isoformen des PML-Proteins, die
alle an ihrem N-Terminus drei Cystein reiche Zink-Bindedomanen beinhalten.
Einen RING-Finger und zwei B-boxes (B1 und B2). Diesen folgt eine a-helikale
Coiled-coil Domane. Zusammen gewahrleisten diese RBCC-Domanen, auch
bekannt unter dem Namen TRIM (Tripartite Motif), die Homooligomerisierung
von PML und die Interaktion mit anderen Proteinen. Diese ist essentiell fur die
Bildung von PML-Kernkérpern (Jensen et al., 2001; Borden, 1998; Huang et al.,
2007; Hakli et al., 2005). Das RING-Motiv (Really Interesting New Gene) gehort
zu den Zink-Finger-Motiven, die zunachst als DNA-Bindemotive identifiziert
wurden. Aber sie binden auch an RNA, an Proteine und Lipide (Berg und Shi,
1996). RING-Finger-Proteine sind an vielen zellularen Prozessen wie der

Transkription, Signaltransduktion und Rekombination beteiligt. Die meisten
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RING-Finger Proteine sind E3 Ubiquitinligasen (Kraft et al., 2005), die den
Transfer von Ubiquitin zum Substrat vermitteln (Ciechanover, 1998; Hershko
und Ciechanover, 1998; Callis und Vierstra, 2000; Ben-Neriah, 2002).

Die B-Boxes treten nur in RBCC/TRIM-Proteinen auf. Sie scheinen fur die
korrekte Orientierung der a-Helices in der Coiled-Coil-Domane wichtig zu sein,
die ahnlich wie das RING-Motiv Homo- und Heterodimerisierung von PML, aber
auch die Multimerisierung mit anderen Proteinen vermittelt (Reymond et al.,
2001; Peng et al., 2000).

Im Zellkern einer Saugerzelle befinden sich im Durchschnitt 10 — 30 PML-
Kernkorper, die in ihrer Grof3e von 0,2 bis 1 ym variieren. Eine Stimulation mit
Interferonen des Typs | oder Il induziert direkt die Transkription der Gene, die
fur PML und Sp100 (Speckled 100 kDa; eine der Hauptkomponenten in PML-
Kernkorper) kodieren.

Bisher erwies es sich als schwierig den PML-NBs eine konkrete Funktion
zuzuschreiben, da sie mit den unterschiedlichsten Proteinen interagieren
(insgesamt ca. 166 verschiedene Interaktionspartner) und demzufolge an vielen
zellularen Prozessen beteiligt sind (Borden, 2002; Chen et al., 2012; Rabellino
und Scaglioni, 2013; Weisshaar et al., 2008).

PML-Kernkorper nehmen durch die Interferonbehandlung letztendlich in ihrer
GroRe und Anzahl zu (Guldner et al.,, 1992; Lavau et al., 1995). Diese und
andere Beobachtungen bestarken die Hypothese, dass PML, PML-Kernkorper
und andere in diesen Strukturen befindlichen Proteine an antiviralen
Abwehrmechanismen beteiligt sind (Everett und Chelbi-Alix, 2007; Tavalai et
al., 2011). Es konnte zum Beispiel gezeigt werden dass das Genom
unterschiedlicher Virusfamilien (z.B. Herpes Simplex Virus1, HSV1; das
humane Cytomegalovirus, HCMV und das Adenovirus) nach der Infektion
entweder an oder in PML-Kernkdorpern lokalisiert ist. Viren wie das HSV oder
HCMV sind in PML-Kernkorpern inaktiviert. In diesem Fall wirken PML-
Kernkorper antiviral. Das Polyomavirus Simian-Virus 40 (SV-40) Ubt dagegen
die Replikation seines Genoms in und an PML-Kernkorpern aus (Ishov et al.,
1996; Carvalho et al., 1995; Jul-Larsen et al., 2004; Tang Q et al., 2000; Everett
et al., 2006; Tavalai et al., 2008). PML-Knock-Down-Versuche zeigten eine
Inaktivierung viraler Replikation vom Simian-Virus 40 in vivo (Boichuk et al.,
2011).
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Daruber hinaus spielen PML-NBs eine Rolle bei der Regulation des Zellzyklus,
der Apoptose, der Transkription, der DNA-Replikation, dem Abbau von
Proteinen und der Tumorsuppression.

Entscheidend fur die Bildung von PML-Kernkorpern ist, dass PML mit dem
Protein SUMO (Small Ubiquitin-related Modifier) posttranslational modifiziert
wird (Sternsdorf et al., 1997). Die kovalente Modifikation von PML mit SUMO ist
essentiell fur die Aufrechterhaltung der PML-Kernkdrper und ebenso fur die
PML abhangige Rekrutierung von Proteinen wie zum Beispiel Daxx (Death-
associated Protein), 1SG20 (Interferon Stimulated Gene 20 kDa) oder SP100
(Speckled 100 kDa). Daxx bindet im Nukleus an SUMOyliertes PML oder
fungiert als  Transkriptionsrepressor indem es an  SUMOylierte
Transkriptionsfaktoren bindet (Kumar et al., 2013; Winkler et al., 2013; Zhou et
al., 2011; Zhong et al., 2000; Doucas et al., 1999; Matunis et al., 2006; Bernardi
und Pndolfi, 2007; Eskiw et al., 2003, Ishov et al., 1999). Daruber hinaus nimmt
die SUMO-Modifikation Einfluss auf die Funktion von PML (Boddy et al., 1996;
Duprez et al., 1999). Die ubiquitinspezifische Hydrolase HAUSP (Herpes Virus-
associated Ubiquitin-specific Protease), die in PML-NBs lokalisiert ist,
hydrolysiert ausschlief3lich Ubiquitinkonjugate und unterstitzt durch die damit
verbundene Ubiquitineliminierung die Modifizierung von PML mit SUMO
(Everett et al., 1998).

Die akute Promyelozytenleukamie (APL) ist selten und macht etwa 5% der
Patienten mit neu diagnostizierter akuter myeloischer Leukamie (AML) aus.
Eine hohere Inzidenz wird in Italien, Spanien, Nord-, Mittel- und Stidamerika
beobachtet. Das mittlere Erkrankungsalter liegt zwischen 40 und 50 Jahren.
Manner und Frauen sind etwa gleich haufig betroffen. Die Ursache der APL ist
bei den meisten Patienten nicht geklart, auch nicht die unterschiedlichen
regionalen und ethnischen Haufigkeiten. Das Hauptmerkmal der
Promyelozytenleukamie auf zellularer Ebene ist der Zerfall von PML-
Kernkorpern (Dyck et al., 1994). Klinisch besteht eine erhdhte Neigung zu
plétzlich auftretenden Blutungen in Gehirn, Gastrointestinaltrakt oder Lunge, die
auf eine Stérung im Gerinnungssystem zurlckzufuhren sind. Trotz unkritischen
Thrombozytenzahlen fuhrt die Promyelozytenleukdmie daher immer noch in
etwa 10 - 20% der Falle zum Tod. APL wird meist durch eine Translokation

zwischen den Chromosomen 15 und 17, t(15;17) verursacht, die zur Fusion der
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beiden Gene PML und RARalpha (retinoic acid receptor alpha) fuhrt. Etwa 1%
der APL-Patienten haben andere Translokationen, wobei das Gen des
Retinsaurerezeptors auf Chromosom 17 immer involviert ist (1(11;17); t(5;17))
(Morrison et al., 1991; Kakizuka et al., 1991; Pandolfi et al., 1991; Borrow et al.,
1992; Rowley et al., 1977). RARalpha bindet in Abwesenheit von RA (Retinoic
Acid, Retinsaure) an die DNA und interagiert mit einem Komplex zur
Transkriptionsunterdrickung der wiederum Histonacetylasen rekrutiert. Das
durch die Translokation entstandene onkogene Fusionsprotein
(PML/RARalpha) halt diese Interaktion nun auch in Anwesenheit des Liganden
aufrecht, wodurch die RARalpha-regulierte Genexpression unterdrickt und
schliel3lich die Zellreifung der Promyelozyten gestort wird (Pandolfo et al., 1990;
Melnick und Licht, 1999).

Durch die Therapie der APL mit all-trans-Retinsaure (ATRA) konnte die
Heilungsrate gegenuber alleiniger Chemotherapie verdoppelt werden. Mit der
Kombination von ATRA und anthrazyklinhaltiger Chemotherapie werden
Remissionsraten von 80 bis 90% und Langzeituberlebensraten von Uber 75%
erreicht. ATRA, ein Derivat der Retinsaure (Vitamin A-Saure), verhindert auf
molekularer Ebene die Differenzierung von Promyeloblasten und induziert die
Ausreifung in reife Granulozyten innerhalb weniger Tage. ATRA bindet an RAR-
Rezeptoren und flhrt zum proteasomalen Abbau des onkogenen
Fusionsproteins PML-RARa (siehe Abb.1.2). Sowohl in vivo als auch in vitro
Studien konnten belegen, dass eine Behandlung von APL-Zellen mit ATRA zu
einer Relokalisation von PML und schliel3lich zur Neubildung von PML-
Kernkérpern  fuhrt. Da die chemotherapieinduzierte  Toxizitdt von
anthrazyclinhaltige Chemotherapeutika vor allem bei Patienten mit einem
Rezidiv vermieden werden muss, wird dann ATRA in Kombination mit
Arsentrioxid (Arsen(lll)-oxid, As,Os, Diarsentrioxid, Arsenik, ATO) verabreicht.
ATO stellt die effektivste Monosubstanz im Kampf gegen APL dar. Wird ATO in
niedrigen Konzentrationen verabreicht (0,15 mg pro kg Kdérpergewicht und Tag;
hohere Konzentrationen fuhren nicht mehr zur Differenzierung von
Promyelozyten zu Granulozyten, sondern zur Apoptose), so lassen sich
Remissionsraten von 80 — 90% und Uberlebensraten von 64 — 74% erzielen
(Mathews et al., 2010). ATO begunstigt die SUMOylierung von PML und fordert
zugleich die Interaktion mit der poly-SUMO-abhangigen E3 Ubiquitinligase
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RNF4 (RING-Finger Protein 4), die wiederum den Abbau von PML Uber das
26S-Proteasom gewahrleistet (Lallemand-Breitenbach et al., 2008; Tatham et
al., 2008; Weisshaar et al., 2008). ATO fuhrt also zum Abbau von PML-RARa
und folglich zur Neubildung intakter PML-Kernkorper (Zhu et al., 1997).

In den letzten Jahren wurde zunehmend therapieassoziierte APL nach
Chemotherapie, vor allem nach Einsatz von Topoisomerase Il Inhibitoren
beobachtet (Beaumont et al., 2003; Ades et al., 2008; Hasan et al., 2010; Ni et
al., 1997; Onkopedia Leitlinien).

-ATRA + ATRA

— — nukleare Korepressoren

R R

Al A

: ATRA o

M M

L L
undifferenzierte —_— reife ——  Apoplose
Promyelozyten Granulozyten 3

Abbildung 1.2: Schematische Ubersicht iiber den Wirkmechanismus von ATRA

Die Differenzierung von Promyelocyten in reife Granulozyten wird durch die Bindung nukleéarer
Repressoren an das onkogene Fusionsprotein PML-RARa verhindert. Durch die Therapie der
APL unter anderem mit ATRA kommt es zum proteasomalen Abbau von PML-RARa und
schlieBlich zur Differenzierung von Promyelozyten in Granulozyten.

1.3 Das PML-Protein

Das PML-Protein wird durch das PML-Gen kodiert, das etwa 35 kb grof ist und
9 Exons beinhaltet. Aufgrund des alternativen SpleiRens werden
unterschiedliche Transkripte von PML synthetisiert und deshalb variieren sie in
ihrer Grol3e von etwa 48-97 kDa (Nisole et al., 2013). Alternatives Spleilden der
Exone 4 bis 9 in PML fUhren zu unterschiedlichen PML-Isoformen, die meist
nuklear lokalisiert sind (siehe Tabelle 1). PML IIl und IV fehlt Exon 5 (de Thé et
al., 1991; Fagioli et al., 1992) und PML V fehlen Exon 5 und 6 oder 4,5 und 6
(Fagioli et al., 1992). Die Funktion der unterschiedlichen Isoformen von PML ist
noch relativ unklar. Dennoch haben alle PML-Isoformen drei charakteristische
SUMO-Modifizierungsstellen an Position 65 im RING-Finger, an Position 160 in
der B1-Box und je nach Splei3form eine in der Kernlokalisationssequenz (NLS

= Nuclear Localization Signal). Zudem besitzen sie alle ein Bipartite Nuclear
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Localization Signal. Die zytoplasmatischen Isoformen von PML bilden allerdings
eine Ausnahme. Diese beinhalten lediglich zwei SUMOylierungsstellen.

Es ist auch wichtig darauf hinzuweisen, dass die unterschiedlichen PML-
Isoformen in humanen Zellen etwa gleichermallen exprimiert werden. In vielen
entarteten humanen Krebszellen jedoch wird PML nicht exprimiert (Fagioli et
al., 1992; Daniel et al., 1993; Chang et al., 1995; Bernardi und Pandolfi, 2007).
PML Kernkoérper werden durch zellularen Stress wie zum Beispiel virale
Infektionen (Everett 2006), DNA-Schaden (Koken et al., 1995; Terris et al.,
1995; Guirrieri et al., 2006) und oxidativen Stress reguliert (Yamada et al., 2001;
Villagra et al., 2006). Die Transkription des PML-Gens kann durch Interferon a,
B und y aber auch durch aktives p53 (Protein 53; ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 53 kDa) induziert werden. Beides fuhrt jeweils dazu, dass
die PML Kernkorper in Anzahl und GroRe zunehmen (Stadler et al., 1995; de
Stanchina et al., 2004). Zusatzlich zur Kernlokalisationssequenz (NLS)
beinhaltet PML | als einzige Isoform im Exon 9 (Aminosauren 704 — 713) auch
ein Nuclear Export Signal (NES). Durch dieses konnen alle PML-Isoformen
sowohl im Nukleus aber auch aufgrund der Fahigkeit Heterodimere zu bilden
aulBerhalb des Zellkerns im Zytoplasma gefunden werden (Condemine et al.,
2006). Die am meisten studierte Isoform PML IV wird in primaren humanen
Fibroblasten mit Seneszenz (Alterung) in Verbindung gebracht (Bischof et al.,
2002; Guo et al., 2000). AuRerdem scheint PML IV die einzige Isoform zu sein,
die an der antiviralen Abwehr gegen das Varizella-Zoster-Virus (VZV) oder das
Encephalomyocarditisvirus (EMCV) mitwirkt (Reichelt et al., 20011; Maroui et
al., 2011).

Proteinkinasen wie ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), ATR (Ataxia
telangiectasia and Rad3-related protein), Chk2 (Checkpoint kinase 2), HIPK2
(Homeodomain-Interacting Protein Kinase 2), CK2 (Caseinkinase 2) oder ERK
(Extracellular-signal ~ Regulated  Kinase 2) phosphorylieren PML
posttranslational und regulieren so seine Stabilitdt und Assoziation mit anderen
Interaktionspartnern. Auf diesem Weg begunstigen sie die DNA-Reparatur oder
kontrollieren Apoptose. (Engelhardt et al., 2003; Hayakawa und Privalsky,
2004; Scaglioni et al., 2006; Gresko et al., 2009).
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Name Alternative  |Lange GrolRe Zellulare Lokalisation
Namen Aminosauren | (kDa)

PMLA PML [, | 882 97,5 nuklear
TRIM19 o?

PML2 PML V, | 611 67,4 nuklear
TRIM19 B,
PML12

PML3 PML I, | 824 90,2 nuklear
TRIM 19y

PML4 - - - -

PML5 PML VI, | 560 62,0 nuklear
TRIM19 ¢

PML6 PML IV, | 633 70,0 nuklear
TRIM19 ¢,
PML3

PML7 PML Vib, | 423 47 .6 zytoplasmatisch
TRIM19 n

PML8 PML  Vlib, | 435 48,6 zytoplasmatisch
TRIM19 6

PML9 PML I, | 829 90,7 nuklear
TRIM19 K

PML10 PML IVa, | 585 65 nuklear
TRIM19 A

PML11 - 781 85,7 nuklear

PML-L PML 11 641 70,4 nuklear

Tabelle1: Uberblick iiber die verschiedenen humanen PML-Isoformen

Die unterschiedlichen PML-Bezeichnungen kommen durch verschiedene Publikationen
zustande (Jensen, 2001; Nisole, 2005; Fogal, 2000; Nisole et al., 2013).

1.4 Biogenese und Struktur von PML-Kernkorpern

Die Studien zur Biogenese von PML-Kernkdrpern wurden durch den Einsatz

von Arsentrioxid

(ATO) erheblich einfacher.

ATO, ein sehr wirksames

Therapeutikum gegen die APL (akute Promyelozytenleukamie, siehe oben),

fuhrt zur Phosphorylierung von PML an seinem N-Terminus (1728, S36, S38 und
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S40) durch ERK1/2 (Extracellular-signal Regulated Kinase 1/2; = Mitogen
Activated Protein Kinase) (Hayakawa und Privalski; 2004). Phosphoryliertes
PML wandert dann vom Nukleoplasma zur nuklearen Matrix, wobei dieser
Transfer unabhangig von der SUMOylierung von PML ist (Lallemand-
Breitenbach et al., 2001). DarUberhinaus bindet ATO an Cysteinreste im RING-
Motiv von PML wodurch PML oligomerisiert und die Interaktion mit dem SUMO-
konjugierenden Enzym Ubc9 erleichtert wird (Zhang et al., 2010). SUMOyliertes
PML rekrutiert schlieRBlich weitere Interaktionspartner Uber dessen SIM wodurch
Proteinagglomerate entstehen, die wir PML-Kernkdrper nennen (siehe Abb.:
1.3) (Lallemand-Breitenbach et al., 2008; Weisshaar et al., 2008; Maroui et al.,
2012; Muller et al., 1998; El Mchichi et al., 2010).

Mit Ausnahme des zytoplasmatischen PML VII, kénnen alle PML-Isoformen
ATO-abhangig mit SUMO1, -2 und -3 SUMOyliert werden (Maroui et al., 2012).

Monomer Dimer Multimer Reife PML-Kernkérperchen
T YR PML ' aTO " SUMO
PML
SIM

Interaktionspartner mit SIM

SUMO

Interaktionspartner mit SIM und SUMO

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Biogenese von PML-Kernkorpern
PML-Proteine dimerisieren zunachst Gber ihre RBCC-Doméane und bilden dann Multimere. Die
posttranslationale Modifikation von PML mit SUMO fiihrt zur Organisation kugelférmiger Bodies.
Interaktionspartner mit integriertem SIM oder SUMOylierte Proteine (oder beides) flihren
schlieBlich zur Bildung von reifen PML-Kernkérpern.

1.5 Posttranslationale Modifikation mit SUMO

Das Protein SUMO hat ein Molekulargewicht von 11 kDa und ist mit einer
Ubereinstimmung von ca. 20 % ein entfernter Verwandter des Ubiquitins.

SUMO wird an eine Vielzahl von Proteinen kovalent gebunden, typischerweise
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uber das Lysin in der Konsensussequenz WKxE (y steht flr eine grolRe
hydrophobe und x flr eine beliebige Seitengruppe).

In niederen Eukaryoten, wie der Backerhefe, sowie Insekten und Nematoden
wird nur ein SUMO-Gen, in Pflanzen dagegen bis zu acht Paraloge von SUMO
exprimiert (Kurepa et al., 2003). Beim Menschen gibt es vier SUMO-Isoformen,
SUMO1 - SUMO4. Obwohl SUMO2 und SUMO3 zu fast 50 % identisch zu
SUMO1 sind (siehe Abb. 1.5), unterscheiden sie sich von diesem. SUMO2 und
SUMO3 besitzen an ihrem N-Terminus ein SUMO-Polymerisierungsmotiv
(VKTE) und sind darum in der Lage polymere SUMO-Ketten zu bilden. SUMO1
fehlt dieses Motiv und deshalb ist es nicht zur Kettenbildung befahigt (Tatham
et al., 2001; Matic et al., 2008). Es ist aber mdglich dass SUMO1 das Ende
einer SUMOZ2/3-Kette markiert (Matic et al., 2008).

SUMO4 ist zu 86 % homolog zu SUMO2 und unterscheidet sich von den
anderen SUMO-Isoformen insofern, als dass der Prozess der Reifung von
SUMO4 zur aktiven Form mit zwei Glycinresten am C-Terminus durch ein
einziges Prolin an Position 90 inhibiert wird. Das native SUMO4 ist dadurch
nicht in der Lage kovalente Isopeptidbindungen zu einem Substrat aufzubauen
(Owerbach et al., 2005; Bohren et al., 2004). Fruher glaubte man, dass es sich
bei der vierten SUMO-Isoform um ein nicht exprimiertes Pseudogen handeln
konnte (Su und Li, 2002). Neuere Ergebnisse demonstrieren jedoch, dass in
der asiatischen Bevdlkerung, ein Polymorphismus im SUMO4-Gen sowohl mit
dem Typ | Diabetes als auch mit dem Typ |l Diabetes in Verbindung gebracht
werden kann. Deswegen ist SUMO4 auch unter dem Namen
Diabetesempfindlichkeitsgen bekannt (Noso et al., 2007; Cheng et al., 2007,
Wang et al., 2006; Guo et al., 2004).

SUMO-spezifische Proteasen (SENP = Sentrin Specific Peptidase; SUSP =
SUMO-specific protease) entfernen SUMO wieder (Mukhopadhyay et al., 2006;
Rodriguez et al., 2001). Insgesamt gibt es sechs unterschiedliche SENPs
(SENP 1-3 und 5-7), die weniger substratspezifisch sind, als dass sie viel mehr
eine bestimmte SUMO-Isoform bevorzugen. Alle SENPs mit Ausnahme von
SENP1 praferieren SUMO2/3-modifizierte Substrate (Di Bacco und Gill, 2006;
Shen et al., 2006 und 2009). SENP1 und SENP2 sind dariber hinaus an der
Prozessierung von unreifen SUMO-Vorlauferproteinen (Pre-SUMOs) beteiligt
(Shen et al.,, 2006). Aullerdem sind die SENPs subzellular unterschiedlich
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lokalisiert. SENP1 und SENP2 befinden sich bevorzugt am Kernporenkomplex
und im Nukleoplasma. Dennoch sind sie von Zeit zu Zeit auch im Zytoplasma
zu finden (Bailey and O’Hare, 2002; Hang and Dasso 2002; Zhang et al., 2002;
ltahana et al.,2006; Li et al.,2008). SENP3 und SENPS5 sind direkt am
Nukleolus (Cheng et al., 2006; Klein et al., 2009; Kuo et al., 2008; Yun et al.,
2008), SENP6 und SENP7 ausschliefdlich im Nukleoplasma zu finden (Lee et
al., 2006; Shen et al., 2009).

Die posttranslationale Modifikation mit SUMO fuahrt oft zu neuen Protein-
Protein-Interaktionen (Hay et al, 2005). Dabei spielen SUMO-
Interaktionsmotive (SUMO Interacting Motifs = SIMs) im SUMOylierungssystem
eine wichtige Rolle (Hannich et al., 2005; Uzunova et al., 2006; Lin et al., 2006;
Shen et al., 2006). Lange Zeit wurden nur die beiden Motive SIM-a und SIM-r (=
invers orientiertes SIM-a; zum Beispiel in RanBP2 (Ras like nuclear binding
Protein 2) unterschieden (Minty et al., 2000; Song et al., 2004). Diese SIMs
bestehen aus drei hydrophoben (I, L oder V) und 3-4 sauren Resten (Uzunova
et al., 2007). Die hydrophoben Reste kdnnen auf mehrere Arten arrangiert sein
(V/I-V-X-V/I/L oder V/I-X-V/I-V/l). Sie formen einen R-Strang, kdnnen mit dem
zweiten B-Strang eines SUMOs interagieren und bilden entweder ein paralleles
(SIM-a) oder antiparalleles B-Faltblatt (SIMr) (Song et al., 2005; Hecker et al.,
2006). Zusatzliche Reste, die auRerhalb der eigentlichen SIM-Sequenz liegen
konnen die spezifische Bindung zu den SUMO-Isoformen durch
elektrostatische Wechselwirkungen beeinflussen (Hecker et al., 2006).

Spater wurde ein weiteres Motiv als SIM-b mit der Konsensussequenz: I/V D L
T definiert. Dieses Motiv reprasentiert die Kernsequenz des SIMs in PIAS
(Protein Inhibitor of STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription))
(Uzunova et al., 2007; Song et al., 2004; Miteva et al., 2010). Ob die
verschiedenen SIMs auch unterschiedliche SUMOs bevorzugen, ist noch
unklar. Aber es sieht so aus, als wurde SIMb mit einer starkeren Affinitat
SUMO2/3 binden als SUMO1 (Sekiyama et al., 2008).
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SIM a WWxWAcAcACACAC
SIM b WYWYDLT
SIMr AcAcAcAcAcWxWW

(WWW =V,l oder L)
(Ac=D,E oderS)

Abbildung 1.4: Uberblick iiber die drei unterschiedliéhen SIMs:
Y kennzeichnet allgemein hydrophobe Reste, Ac steht fiir saure Reste (verandert nach
Praefcke et al., 2012)

R ;
\ e 2
A7

SUMOT1 SUMO2 SUMO3

Abbildung 1.5: 3D-Strukturen der drei Isoformen von SUMO (small ubiquitin-related
modifier)

Der Vergleich der Strukturen zeigt einen deutlichen Unterschied der beiden Isoformen SUMO2
und SUMO3 zu SUMO1. SUMO2 und SUMO3 dagegen lassen sich kaum voneinander
unterscheiden (Bayer et al., 1998; Chang et al., 2005; Ding et al., 2005).

1.6 Mechanismus der SUMOylierung

Vor der Konjugation von SUMO an ein Substrat wird das noch unreife SUMO-
Vorlauferprotein (Pre-SUMO) von einem SENP (SENP1 oder SENP2) C-
terminal prozessiert, dann durch den E1-Proteinkomplex (ein Heterodimer aus
SAE1 und SAE2 (SUMO1 Activating Enzyme Subunit 1 bzw. Subunit 2, aus der
Hefe bekannt als Aos1 (Activation of Sentrin/SUMO Protein) und Uba2
(Ubiquitin-Associated  Protein2) unter  ATP-Verbrauch  aktiviert und
anschlieBend auf das SUMO-konjugierende Enzym Ubc9 (Ubiquitin
Conjugating Enzyme) Ubertragen (Desterro et al., 1997). Das beladene Ubc9
bindet an das Substrat und bildet eine Isopeptidbindung zwischen der C-
terminalen Carboxylgruppe von SUMO und der e-Aminogruppe des Lysins am
Substrat. Dieses Lysin ist Teil der SUMOylierungssequenz. Obwohl die meisten
Substrate innerhalb dieser Konsensussequenz SUMOyliert werden, gibt es
auch Substrate, die an Lysinen SUMOyliert werden, deren umgebende

Aminosauren nicht mit der Konsensussequenz Ubereinstimmen. Die
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SUMOylierungsprozesse werden durch SUMO-Ligasen (E3) verstarkt. Die
Funktion der meisten SUMO-Ligasen besteht darin, als Adaptoren zu wirken,
welche das SUMO-konjugierende Enzym (E2) und das zu SUMOylierende
Substrat binden (siehe Abb.: 1.6). Dies bringt die Reaktionspartner in raumliche
Nahe und erleichtert die Ausbildung der Isopeptidbindung (Melchior et al.,
2003). Hierzu gehdren unter anderem die Mitglieder der PIAS-Proteinfamilie
oder das Nukleoporin RanBP2/Nup358 (Ran Binding Protein 2 | Nuclear Pore
Complex Protein 358).

Andere posttranslationale Modifikationen wie zum Beispiel Acetylierung oder
Phosphorylierung induzieren ebenfalls die SUMOylierung von Substraten wie
z.B. PML und demzufolge indirekt die Bildung von PML-Kernkorpern
(Hayakawa et al.,2008; Scaglioni et al., 2008; Stehmeier und Mduller, 2009).
Auch das Vorhanden sein eines SIMs in PML fuhrt zu intermolekularen
beziehungsweise intramolekularen Interaktionen zwischen PML-SUMO und
SIM und schlie8lich zur Biogenese von PML-Kernkorpern. Zudem bindet die
RING-Finger Domane von PML an Ubc9 (Matunis et al., 2006; Shen et al.,
2006).
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SENPs
e
\
\
K
Substrat
SENPsl T
e m“ ™ h E3 \K
——> ( SAE2 @SAE2N ——> Ubc9 —> Substrat

Pre-SUMO El

SUMO E2

l

Abbildung 1.6: Schematische Ubersicht der SUMOylierung von Substraten

Die Abbildung zeigt die ATP-abhdngige SUMOylierung von Substraten mit Hilfe von drei
Enzymen (E1, E2, E3). Bevor SUMO an ein Substrat konjugiert werden kann, muss es
zunachst mit Hilfe einer Protease (SENP) zu seiner reifen Form prozessiert werden. Das
SUMO-E1-Heterodimer SAE1/SAE2 aktiviert SUMO und ibertragt es vom Cystein in SAE2 auf
ein Cystein des SUMO-E2-Enzyms Ubc9. Das SUMO-konjugierende Enzym Ubc9 erkennt sein
SUMOyliertes Substrat anhand der Konsensussequenz WKxE (y steht fiir eine grofl3e
hydrophobe und x fiir eine beliebige Seitengruppe). Die E3-Ligase beschleunigt die
Ubertragung von SUMO an einen Lysinrest des Substrates. Das E2 wird frei und steht fiir
erneute SUMOylierungsreaktionen zur Verfigung. Im Gegensatz zu SUMO1, kénnen SUMO2
und SUMO3 Ketten bilden, die wiederum durch SENPs abgespalten werden und fiir weitere
Reaktionen zur Verfiigung stehen. (verandert nach Miteva et al., 2010).

1.7 Funktion der SUMOylierung in der Zelle

Der Modifikation von Proteinen mit SUMO eine konkrete Rolle zuzuschreiben
gestaltet sich als schwierig. Es werden viele unterschiedliche, darunter
zytosolische aber zum groften Teil nukledre Proteine SUMOyliert. Die
SUMOylierung nimmt Einfluss auf die DNA-Reparatur, die Transkription, die
Mitose, die Lokalisation von Proteinen im Kern und Zytosol und somit auf die
gesamte nukleare Organisation (Gill et al., 2005; Ulrich et al., 2005; Matunis et
al., 2006; Heun et al., 2007; Palvimo et al., 2007; Dasso et al., 2008; Tempe et
al., 2008; Bergink und Jentsch, 2009). Fehler im SUMOylierungssystem fuhren
zu Krebs und neurodegenerativen Erkrankungen (Kim und Baek, 2006).

Daruberhinaus zerfallen sowohl Nukleoli, als auch PML-Kernkdrper wenn die



1 Einleitung 15

SUMOylierungskaskade gestort wird (Nacerddine et al., 2005; Heun et al,
2007). Die meisten nuklearen Proteine, wie zum Beispiel RanGAP1 und PML
werden entweder mit SUMO1 monoSUMOyliert oder an mehreren Stellen mit
SUMO1 multiSUMOyliert und interagieren dann Uuber SIMs mit ihren
Interaktionspartnern (Matunis et al, 2006). Viele Transkriptionsfaktoren
reassemblieren sich mit PML-Kernkdrpern wenn sie SUMOyliert werden
(Johnson et al., 2004; Palvomo et al., 2007). Die Dynamik zwischen
SUMOylierung bzw. DeSUMOylierung ist vor allem wahrend der Mitose,
speziell bei der Trennung von Schwesterchromatiden unabdingbar. Auch wenn
dieser Prozess noch in vielerlei Hinsicht unklar ist, so werden einige im
Zentromer liegende Proteine SUMOyliert (Dasso et al., 2008).

PML-Kernkorper beinhalten in ihrer Proteinagglomeration unter anderem
Proteasomen und Ubiquitin (Fabunmi et al., 2001; Lafarga et al., 2002,
Lallemand-Breitenbach et al., 2008). ATO induziert den Abbau von PML durch
die vorherige SUMOylierung am Lysin 160 im PML-Protein. SUMOyliertes PML
wird dann von der humanen Ubiquitinligase RNF4 (RING finger protein 4)
erkannt und fur den Abbau Uber das 26S-Proteasom ubiquitiniert. Demzufolge
fuhrt die SUMOylierung zur Ubiquitinierung von Proteinen und schlief3lich zu
deren proteasomalen Abbau (Geoffroy und Hay, 2009; Hakli et al., 2005;
Lallemand-Breitenbach et al., 2008; Tatham et al., 2008; Weisshaar et al.,
2008).

1.8 Modifikation von Proteinen mit Ubiquitin

Eine Zelle muss in der Lage sein auf aul3ere Einflisse, wie Hunger oder Stress
zu reagieren. Aus diesem Grund werden zu unterschiedlichen Zeitpunkten auch
unterschiedliche Proteine bendtigt, die wiederum kurze Zeit spater unbrauchbar
werden. Ubiquitin dient dazu diese Proteine flir den Abbau zu kennzeichnen. Es
ist ein vergleichsweise kleines Protein aus nur 76 Aminosauren und einem
Molekulargewicht von 8,5 kDa. Die Ubiquitinierung erfordert ahnlich wie die
SUMOylierung ein Zusammenspiel von drei Enzymen, die Ubiquitin zunachst
aktivieren (E1) und dann auf das abzubauende Substrat Ubertragen (E2 + E3)
(siehe Abb.: 1.7). In Vertebraten gibt es zwei unterschiedliche E1-Enzyme,

Ube1 (oder UBA1, Ubiquitin-like Modifier Activating Enzyme 1) und Ube1L2
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(oder UBAB, Ubiquitin-like Modifier Activating Enzyme 6). Diese zeigen in
ihrer Sequenz eine Homologie von etwa 40% (Ciechanover et al., 1981 und
1982; Chiu et al., 2007; Jin et al., 2007; Pelzer et al., 2007). Ube1 ist am
haufigsten an Ubiquitinierungsprozessen beteiligt wahrend Ube1L2 selektiv fur
das E2-Enzym Ube2Z ist (Ubiquitin-conjugating Enzyme 2Z, oder Use1) (Jin et
al.,2007). Ein E1-Enzym aktiviert Ubiquitin unter Verbrauch von ATP durch
Adenylierung seines C-Terminus. Danach entsteht eine reaktive
Thioesterbindung zwischen dem Cystein im E1 und dem C-terminalen Glycin in
Ubiquitin. So Ubertragt es das aktive Ubiquitin auf das Ubiquitin konjugierende
Enzym E2. (Ciechanover et al., 1981 und 1982; Hershko et al., 1981). Ubiquitin
konjugierende Enzyme sind far den zweiten Schritt in
Ubiquitinierungsreaktionen zustandig. Sie bilden eine Thioesterbindung
zwischen ihrem aktiven Cystein und dem C-terminalen Glycin des zuvor
aktivierten Ubiquitins aus (Pickart und Rose, 1985; Haas und Bright, 1988) und
binden dann Uber strukturell konservierte Bindungsstellen an eine bestimmte
Ubiquitin E3-Ligase (van Wijk und Timmers, 2009). Es gibt insgesamt drei
Klassen von Ubiquitinligasen. Die SCF (Skp1-Cullin-F box)-Familie formt eine
Plattform mit vielen Untereinheiten um die E2-katalysierte Ubiquitinierung zu
gewahrleisten. Sie spielen bei der Ligation von Ubiquitin an ein Substrat nur
eine indirekte Rolle und unterstitzen die Ubiquitinkonjugation, indem sie die
Reaktionspartner (Substrat, Ubiquitin und E2) in rdumliche Nahe bringen. In
ahnlicher Weise arbeiten auch die Mitglieder der RING-Finger-Proteine. Sie
binden Uber ein spezifisches Bindungsmotiv an ein Substrat und interagieren
durch die RING-Domane mit dem E2, das wiederum die Ubiquitinierung des
Substrates katalysiert. Die Ubiquitinligasen, die zur HECT (Homology to the E6-
AP Carboxyl Terminus)-Familie gehoren, besitzen im Gegensatz zu den
anderen beiden Familien eine eigene katalytische Aktivitat um den Transfer von
Ubiquitin zum Substrat zu ermdglichen (Joazeiro und Weissman, 2000). Die
grolde Anzahl an E2- und E3-Enzymen (im Menschen etwa 100 verschiedene
E2- und E3-Enzyme) gewahrleistet die hohe Spezifitdt der Ubiquitinierung. Eine
Kette von mindestens vier Ubiquitin-Molekllen kann ein Protein zum Beispiel
fur den Abbau Uber das 26S-Proteasom kennzeichnen. Ubiquitin spielt aber
auch eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zellzyklus, beim

Proteintransport in der Zelle und bei der Aktivierung bzw. Inaktivierung von
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Enzymen (Hershko et al., 1983; Ciechanover et al., 2005; Mukhopadhyay und
Riezman et al., 2007). Diese vielfaltigen Aufgaben werden dadurch mdglich,
dass Ubiquitin auf mehrere Arten sein Substrat modifizieren kann. Es kann Uber
spezielle Enzymkaskaden entweder an freie Lysinreste, Cysteine, aber auch an
andere N-terminale Reste posttranslational angefugt werden. Wird zum Beispiel
nur ein Ubiquitin-Molekul (Monoubiquitinierung) angehangen, so wird unter
anderem der Transport von Zellmembranproteinen ins Zellinnere oder die DNA-
Reparatur gewahrleistet (Haglund et al.,2003; Ulrich et al., 2005; Acconcia et
al., 2009; Thompson und Hinz, 2009). Daruberhinaus kann Ubiquitin
unterschiedliche Ketten ausbilden, je nachdem Uuber welche seiner sieben
Lysin-Reste es verknupft wird. Die vielleicht prominenteste Lysin48-Kette (K48-
Kette) fuhrt zum proteasomalen Abbau, Lysin63-Ketten (K63-Ketten) dagegen
sind an der Weiterleitung von zelluldren Signalen beteiligt (Windheim et al.,
2008). Egal auf welche Weise ein Protein mit Ubiquitin posttranslational
modifiziert wird, dieser Prozess ist immer reversibel. Deubiquitinierungsenzyme
(DUBs) bauen die Ketten wieder ab (Chung und Baek, 1999).

DUBs

K
Substrat

(1] S
DU le T
‘\ ‘\ E3 ‘\x 26S-Proteasom

AMP
ATP. opi
, —> E1l —> E2 = Substrat

Ubiquitin

Abbildung 1.7: Schematische Ubersicht der Ubiquitinierung von Substraten

E1 = Ubiquitin aktivierendes Enzym, E2 = Ubiquitin konjugierendes Enzym, E3 = Ubiquitinligase
Ubiquitin wird in einem dreistufigen Prozess an ein Substrat gebunden. Zunachst wird das
Ubiquitin mit Hilfe des E1 und unter ATP-Verbrauch aktiviert. Im zweiten Schritt wird das
aktivierte Ubiquitin auf das E2 Ubertragen. Diese Konstellation wird schlielich von der E3-
Ligase erkannt, was zur Ubiquitinierung des Substrates fiihrt. Wiederholt sich diese
Reaktionsfolge mehrere Male, so wird das Substrat durch eine K48-Ubiquitinkette markiert, vom
Proteasom erkannt und abgebaut.
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1.9 Zusammenhang zwischen Ubiquitinierung und SUMOylierung

Die posttranslationale Modifikation von Proteinen durch SUMO beeinflusst unter
anderem deren Lokalisation, Aktivitat und Interaktionsbereitschaft mit anderen
Makromolekllen (Xie et al., 2007; Matunis et al., 2006; Heun et al., 2007,
Palvimo et al., 2007; Dasso et al., 2008). Unter normalen Bedingungen werden
Proteine meist durch SUMO1 modifiziert, wohingegen zellularer Stress zu einer
Modifizierung mit SUMO2 bzw. SUMO3 (SUMO2/3) fuhrt (Saitoh und Hinchey;
2000). Einige Substrate kdnnen am gleichen Lysin alternativ mit Ubiquitin oder
mit SUMO modifiziert werden. Zum Beispiel fuhrt die Modifikation eines
spezifischen Lysinrestes von PCNA (Proliferating Cell Nnuclear Antigen |/
Polymerase 30) mit Ubiquitin zur DNA-Reparatur (Ulrich 2005; Hoege et al.,
2002). Eine SUMOylierung desselben Restes fuhrt dagegen zu einer
Interaktionsbereitschaft mit einer Helikase und resultiert in einer Inhibition der
Rekombination wahrend der DNA-Replikation (Pfander et al., 2005; Papouli et
al., 2005).

Wie bereits erwahnt, sind die humanen Vertreter SUMO2 und SUMO3 genau
wie Ubiquitin in der Lage Ketten zu bilden. SUMO1 dagegen ist aufgrund
fehlender Lysinreste im N-Terminus nicht befahigt Ketten auszubilden (Tatham
et al., 2001). Die physiologische Rolle von SUMO-Ketten in sich teilenden
Zellen war lange Zeit ungeklart, aber sie scheinen unter anderem an der
Ausbildung des synaptonemalen Komplexes wahrend der Meiose beteiligt zu
sein (Cheng et al., 2006). Entgegen der friheren Vermutung, SUMOylierung
habe keinen Einfluss auf proteasomalen Abbau konnte vor nicht allzu langer
Zeit gezeigt werden, dass eine SUMO-Modifizierung mit SUMO2/3 den
Ubiquitin abhangigen Abbau von Proteinen initiiert (siehe Abb.: 1.8). Eine
Inhibition des 26S-Proteasoms fuhrt sowohl in Hefen, als auch in humanen
Zellen zur Akkumulation von SUMO-Konjugaten die gleichzeitig auch Ubiquitin
tragen (Uzunova et al., 2007). Aullerdem konnte eine Akkumulation von
hochmolekularen  Konjugaten in Hefen (Saccharomyces cerevisiae)
nachgewiesen werden, deren RING-Finger-Proteine Ris1 (= Role in silencing
protein 1) und Hex3/SIx8 (= Hexose Metabolism-related Protein/Synthetic
Lethal of Unknown [x] Function) mutiert wurden (Uzunova et al., 2007; Xie et
al., 2007; Prudden et al., 2007; Sun et al., 2008). Das Heterodimer Hex3/SIx8
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ist eine Ubiquitinligase fur SUMO-Konjugate (STUbL, SUMO-Targeted Ubiquitin
Ligase), die Uber SIMs an SUMOylierte Substrate bindet und von diesen
stimuliert wird. Beide Proteine beinhalten eine RING-Doméane an ihren C-
Termini, die fir E3-Ligasen charakteristisch ist. In diesem E3-Komplex scheint
SIx8 hauptsachlich an der Ubiquitinligation beteiligt zu sein, wird aber von Hex3
wirkungsvoll unterstutzt. SUMOylierte Substrate stimulieren die Hex3/SIx8-
abhangige Ubiquitinierung, indem sie eine nicht kovalente Bindung mit Hex3
eingehen (Xie et al., 2007; Freemont et al., 2000).

Das humane RNF4 (RING finger protein 4) ist funktionell homolog zum
Heterodimer Hex3/SIx8. Auch dieses Protein zeichnet sich als Ubiquitinligase
(E3) aus und bindet nicht kovalent an SUMO-Konjugate (Hakli et al., 2005). Die
beiden aus der Spalthefe (Schizosaccharomyces pombe) bekannten RING-
Finger-Proteine Rfp1 und Rfp2 (RING finger protein 1/2) tragen an ihrem N-
terminalen Ende ein SIM und sind funktionell ortholog zum humanen RNF4.
Genetische Analysen haben gezeigt, dass Rfp1 und Rfp2 redundante
Funktionen haben und keine E3-Aktivitat aufweisen. Sie interagieren jedoch mit
der aktiven Ubiquitinligase SIx8 und formen somit einen funktionsfahigen
Ubiquitinligasekomlex (Chen et al., 2007; Kosoy et al., 2007; Prudden et al.,
2007; Xie et al., 2007; Sun et al.,2008).

SUMO , Ubiquitin
I

s

deSUMOylierung \ Substrat
Ulp2 > y 3
Substrat <__> Substrat ‘ N —> ‘
SUMOylierung Ubiquitinierung \
Substrat

26S-Proteasom

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung liber die Ubiquitin abhédngige Proteolyse von
SUMO-Konjugaten

Diese Abbildung zeigt, wie SUMOylierte Proteine iber den Ubiquitin-Proteasom-Weg abgebaut
werden konnen. Es ist moglich, dass entweder die SUMO-Kette selbst oder das SUMOylierte
Substrat ubiquitiniert wird. Das SUMO-Konjugat wird dann von einer STUbL (SUMO-Targeted
Ubiquitin Ligase) ubiquitiniert und schlieBlich vom 26S-Proteasom erkannt und abgebaut
(verandert nach Uzunova et al., 2007, Weisshaar et al., 2008; Miteva et al., 2010).
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110 Die humane Ubiquitinligase RNF4

RNF4 (SNURF oder RES 4-26) ist ein 21 kDa grol3es, nukledres RING-Finger-
Protein vom Typ C3HC4 das unter anderem bei der Regulation der
Transkription, dem Zellwachstum und der DNA-Reparatur mitwirkt. Es
koordiniert zum Beispiel in DNA-Bereichen mit Doppelstrangbrichen die
Lokalisation und SUMO-abhangige Ubiquitinierung von Proteinen (Vyas et al.,
2012; Galanty Y. et al., 2012; Yin Y. et al., 2012). Endogenes RNF4 ist
hauptsachlich in PML-Kernkorpern zu finden, wobei diese Assoziation abhangig
von der PML-Isoform zu sein scheint. Daruber hinaus erleichtert die nicht
kovalente Bindung zwischen SUMO1 und RNF4 die RNF4-PML-
Komplexbildung. Das RING-Finger-Motiv im RNF4-Protein fuhrt zur Interaktion
mit PML (Hakli et al., 2004). RNF4 bindet, genau wie die Heterodimere
Hex3/SIx8 (Saccharomyces cerevisiae) und Rfp/SIx8 (Schizosaccharomyces
pombe) nicht kovalent Uber SIMs an SUMO-Konjugate (Perry et al., 2008).
Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Expression des humanen
RNF4 die Defekte der rfp1rfp2-, sIx8-, und rfp1rfp2six8-Mutationen in
Schizosaccharomyces pombe (Xie et al, 2007; Prudden et al., 2007), sowie die
hex3- und sIx8- Mutationen in Saccharomyces cerevisiae komplementiert und
der Akkumulation hochmolekularer SUMO-Konjugate entgegen wirkt (Uzunova
et al, 2007). In rfp1rfp2-Doppelnullzellen konnten Akkumulationen von
SUMOylierten Proteinen nachgewiesen werden, was den Schluss zuldsst, dass
Rfp/SIx8 und RNF4 fur den Ubiquitin abhangigen Abbau SUMOylierter Proteine
zustandig ist (Xie et al, 2007; Prudden et al., 2007). Demnach ist SUMO neben
Ubiquitin an der Regulation des Protein-Abbaus Uber das 26S-Proteasom
beteiligt (Uzunova et al., 2007).

RNF4 besitzt an seinem N-Terminus vier potentielle SIMs. Es homodimerisiert
uber seine RING-Domane und ist in der Lage sich in vitro selbst zu
ubiquitinieren (Hakli et al., 2004). Das RNF4-RING-Dimer destabilisiert die
Thioesterbindung der E2-Ubiquitinkonjugate und scheint Voraussetzung fur den
Ubiquitintransfer  zu sein. Gleichzeitig unterstutzt RNF4 die
Substratubiquitinierung, indem es nichtkovalent Uber seine SIMs ans Substrat
bindet. Die Orientierung der RING-Domanen im RNF4-Homodimer ist ahnlich

zu der anderer Ubiquitinligasen mit C-terminalem RING. Dies zeigt der
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Vergleich der beiden Strukturen des RNF4-Homodimers und des MDM2-
MDMX-Hetreodimers (MDM = Mouse Double Minute 2 homolog; MDMX =
Mouse Double Minute X, eine andere RING-Finger Ligase; Abbildung 1.9) (Liew

et al., 2010).
Wie bereits beschrieben induziert ATO die Phosphorylierung und folglich
PolySUMOylierung von PML (lsoformen | — VI). PolySUMOyliertes PML

interagiert mit RNF4, woraufhin PML ubiquitiniert und proteasomal abgebaut
wird (Weisshaar et al., 2008). Vergleicht man den Effekt von ATO auf die
einzelnen PML-Isoformen so wird deutlich, dass die Isoform ohne SIM (PML V1)
im Gegensatz zu den anderen nuklearen PML-Isoformen (PML [-V) nicht
abgebaut wird. Obwohl PML VI nach seiner Phosphorylierung polySUMOyliert
wird, ist kein ATO-abhangiger Abbau erkennbar. Wird jedoch zusatzlich zum
ATO-Stress RNF4 Uberexprimiert so wird auch PML VI proteasomal abgebaut.
PML VI ist demnach trotz fehlenden SIMs in der Lage mit RNF4 zu interagieren.
Der ATO-induzierte Abbau von PML setzt aber voraus, dass das abzubauende
PML-Protein mit Komponenten des Proteasoms interagiert. PML VI ist nicht in
der Lage mit dem 20S Kkatalytischen Zentrum und der 3 regulatorischen
Untereinheit des 11S-Komplexes zu interagieren und kann deshalb auch nicht
ohne Mitwirkung von RNF4 abgebaut werden (Maroui et al., 2012). Die etwa 55
kDa grofe, im Zytoplasma vorkommende PML-Isoform VII wird nicht
SUMQOyliert und folglich auch nicht ATO-abhangig abgebaut. Dies ist auch nicht
durch zusatzliche RNF4-Uberexpression der Fall.

RNF4 war die erste identifizierte humane Ubiquitinligase die SUMO-abhangig
ihre Substrate ubiquitiniert. Mittlerweile wurden aber noch weitere STUbL
identifiziert, darunter zum Beispiel RNF111 (Arkadia), Orf61p (Varizella-Zoster
Virus (VZV) Open Reading Frame 61) und ICPO (HSV1-Infected Cell
Polypeptide 0). Alle drei STUbL besitzen 3 SIMs, die es ihnen ermdglichen
polySUMOylierte Substrate zu binden. RNF111 bildet allerdings keine K48-
Ubiquitinketten die das Substrat fur den proteasomalen Abbau Uber das 26S-
Proteasom kennzeichnen, sondern K63-Ketten. Es ubiquitiniert zum Beispiel
SUMOyliertes XPC (Xeroderma Pigmentosum C) und nimmt auf diesem Weg
Einfluss auf die DNA-Reparatur (Poulsen et al., 2013).

ORF61p ist das Ortholog des Herpes Simplex Virus - Protein ICPO, kann aber

dessen Funktion nicht vollstandig komplettieren (Moriuchi et al., 1992; Matthew
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et al., 2010). ICPO ubiquitiniert zum Beispiel PML und Sp100 sodass PML- und
Sp100-Kernkorper zerfallen (Chelby-Alix und de The, 1999). ORF61p ist zwar
in der Lage sich selbst und Sp100 SUMO-abhagig zu ubiquitinieren (K48-
Ketten), PML ist jedoch keines seiner Substrate. Trotzdem zerfallen PML-
Kernkorper in Anwesenheit von ORF61p. Dies liegt daran, dass ORF61p Uber
seine drei SIMs mit SUMO1 in PML-Kernkdrpern interagiert (Kyratsous et al.,
2009).

Abbildung 1.9: 3D-Struktur des RNF4-Homodimers (blau) verglichen mit dem
Heterodimer MDM2-MDMX (griin) (Liew et al., 2010)

Sowohl RNF4 als auch MDM2 und MDMX bilden Uber ihre RING-Domanen Dimere aus. RNF4
bildet Homodimere und MDM2 und MDMX Heterodimere. Allerdings ist die
Homodimemerisierung von RNF4 Voraussetzung fiir seine Ligaseaktivitat. Das Heterodimer
MDM2-MDMX dagegen verhindert die Ubiquitinierung von p53 und MDM2.

111  Mitogen aktivierte Proteinkinasen

Mitogen aktivierte Proteinkinasen auch bekannt unter dem Namen MAP-
Kinasen sind Serin/Threonin-Kinasen die unter anderem durch osmotischen
Stress, Hitzeschock und Cytokine aktiviert werden. Sie sind an regulatorischen
Prozessen wie zum Beispiel der Regulation der Embryogenese, der
Zelldifferenzierung, des Zellwachstums und der Apoptose beteiligt (Pearson et
al., 2002). Die erste in humanen Zellen entdeckte MAP-Kinase war ERK1
(Extracellular-signal Regulated Kinase 1, MAPK3). Sein naher Verwandter
ERK2 (MAPK1) gehort genau wie die mitogenaktivierte Proteinkinase p38 (p38
MAPK) und SAP- (Stress-activated Protein Kinases = SAPKs) beziehungsweise
JN-Kinase (Jun N-terminal Kinases = JNKs) zur Familie der MAP-Kinasen.
Damit deren Kinasedomanen katalytisch aktiv werden, missen MAP-Kinasen in

der Regel an ihrem Threonin und Tyrosin im sogenannten Threonin-x-Tyrosin-
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Motiv phosphoryliert werden. Diese duale Phosphorylierung wird durch MAP2-
Kinasen (MAPKK) gewahrleistet, die wiederum durch MAP3-Kinasen
(MAPKKK, zum Beispiel c-Raf = Rapidly Accelerated Fibrosarcoma, MEKK4,
MAP3K4 oder MLK3 = Mixed Lineage Kinase-3) phosphoryliert und aktiviert
werden (Deleris et al., 2011).

p38 und JNK koénnen von den gleichen MAP3-Kinasen (MEKK1, MEKK4,
ASK1, TAK1, MLK3 TAOK1 usw.) und MAP2-Kinasen (MKK4) phosphoryliert
und aktiviert werden. Die MAP2-Kinase MKKY7, die es in sechs verschiedenen
SpleilBvarianten gibt, aktiviert jedoch nur JNK. MKK3 oder MKKG6 aktivieren
ausschlieBlich p38 (Cargnello et al., 2011). SAP-Kinasen (stress-activated
protein kinases = SAPKs) und JN-Kinasen werden von drei SAPK/JNK Genen
(JNK1, JNK2, JNK3) kodiert. SAPK/JNKs phosphorylieren c-Jun an den beiden
Serinen 64 und 73 (Derijard et al., 1994), daher auch der Name Jun N-terminal
kinases (JNKs) (Abb.: 1.10).

Eine Inaktivierung der MAP-Kinasen wird durch Dephosphorylierung erreicht.
Spezielle MAP-Kinase-Phosphatasen (MKPs) kdnnen Phosphate sowohl vom

Tyrosin als auch vom Threonin hydrolysieren (Theodosiou et al., 2002).

oxidativer Stress,
Wachstumsfaktoren, osmotischer Stress,
Mitogene UV-Strahlung,
Cytokine
MEKK1/4
MAP3K A/B/C-Raf ASK1/2 MLK1/2/3
v / \ J«
MAP2K MKK1/2 MKK3/6 MKK4 MKK7
v \ / \ /
MAPK ERK1/2 JNK1/2/3
v \ /
Zellwachstum, Apoptose,
Zelldifferenzierung, Zelldifferenzierung
Zellteilung Zellwachstum

Abbildung 1.10: Schematische Darstellung unterschiedlicher Signalwege der MAP-
Kinasen

In diesem Schema ist die Signalkaskade der MAP-Kinasen vereinfacht dargestellt. ERK1/2
werden durch die MAP2-Kinasen MKK1/2 phoshporyliert und aktiviert, die wiederum von den
MAP3-Kinasen A-, B- oder C-Raf phosphoryliert und aktiviert werden. Die MAP3-Kinasen
MEKK1/4 und ASK1/2 kénnen Uber die MAP2-Kinase MKK4 sowohl p38 als auch JNK1/2/3
phosphorylieren und aktivieren.
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Zielsetzung

Die ubiquitin abhangige Proteolyse von SUMO-Konjugaten ist ein von der Hefe
bis zum Menschen konservierter Prozess. Zudem zeigten bereits frihere
Studien, dass PML in humanen Zellen SUMO-abhangig abgebaut wird und
nach Behandlung mit ATO vorzugsweise mit SUMO2/3 modifiziert wird (Saitoh
et al., 2000; Uzunova et al., 2007; Muller et al., 1998; Lallemand-Breitenbach et
al., 2001).

Das Ziel dieser Arbeit bestand zunachst darin, eine Ubiquitinligase zu
identifizieren, die SUMOylierte Substrate ubiquitiniert und somit fir den Abbau
uber das 26S-Proteasom kennzeichnet. Weiterhin sollte nach der Identifikation
von RNF4 als STUbL gepruft werden, ob PML ein Substrat fur RNF4 sein
konnte, da RNF4 hauptsachlich in PML-Kernkorpern lokalisiert ist und dort mit
PMLIII interagiert. Sollte sich diese Vermutung bewahrheiten, so sollten
schliel3lich SIM-Mutanten von RNF4 hergestellt werden, um herauszufinden,
welche von dessen SIMs fur seine Funktion essentiell sind. Mit Hilfe von zuvor
etablierten stabilen SUMO-Zelllinien (stabile SUMO1-, SUMO2- und SUMO3-
Zelllinien) sollte die subnukledre Lokalisation von RNF4, aber auch der Einfluss
der drei SUMO-Isoformen auf PML-NBs und die Stabilitat von endogenem PML
analysiert werden. Daruber hinaus sollte gezeigt werden, wie sich ATO auf die
SUMOylierung und Stabilitdt von PML-Kernkoérpern auswirkt und ob dieser
Effekt durch RNF4 moduliert wird.

AuBerdem sollten unterschiedliche Stressfaktoren miteinander verglichen
werden um eventuelle Unterschiede in der Regulation des STUbL-Signalwegs
zu entschlUsseln. Hierfur sollten primare humane Zelllinien unter anderem
einem osmotischen Stress durch Sorbitol ausgesetzt werden. Es galt
herauszufinden, ob dieser zellulare Stress genau wie ATO zu Veranderungen
im SUMOylierungssystem fuhrt und ob RNF4 in diesem Zusammenhang
Einfluss auf endogenes PML oder PML-Kernkorper hat.

Sollten sich nach den unterschiedlichen Stressbedingungen Unterschiede im
STUbL-Signalweg herauskristallisieren, so waren Proteinmikroarray-Versuche
in Zusammenarbeit mit Zeptosens geplant, um die quantitative Analyse

posttranslationaler Ereignisse zu vereinfachen.
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2.1 Material

Es wurden Chemikalien hochster Qualitat der Firmen AppliChem (Darmstadt),
Merck Bioscience (Darmstadt), Pierce (Rockford, USA), Qiagen (Hilden),
Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Roth (Karlruhe) und Jena Bioscience (Jena)
bezogen. Klonierungsprimer wurden HPLC gereinigt und Sequenzierungsprimer
Kartuschen-gereinigt von der Firma Biomers (Ulm) geliefert.

Fur die Erhaltung und Vermehrung von Bakterienkulturen wurde Luria-Bertani
(LB)-Medium verwendet. Medienbestandteile bzw. -zusatze fur Bakterien
wurden von Roth (Karlsruhe) bezogen. Die Medien wurden stets vor ihrer
Verwendung autoklaviert (20 min; 121 °C).

Losungen aller experimentellen Ansatze wurden mit deionisiertem Wasser
(H20) oder mit Millipore-Wasser (Milli-Q Synthesis, Millipore, Schwalbach)
angesetzt. Bei Bedarf wurden die Losungen entweder steril filtriert (0,22 um GP

Express Plus Membrane, Millipore, Schwalbach) oder autoklaviert.

2.1.1 Reagenzienkits

- BigDye v 3.1 Sequencing Kit; Applied Biosystems (Darmstadt)
- Nucleo Spin Extraction Kit; Macherey-Nagel (Duren)

- Plasmid Midikit; Qiagen (Hilden)

21.2 Enzyme

- Alkalische Phosphatase New England Biolabs, Schwalbach

- Restriktionsenzyme New England Biolabs, Schwalbach
Jena Bioscience, Jena

- KOD-DNA-Polymerase Merck Bioscience, Darmstadt

- T4 DNA-Ligase Jena Bioscience, Jena

- T4-Polynukleotidkinase New England Biolabs, Schwalbach

- Tag-DNA-Polymerase Eigene Herstellung

- Pfu Turbo-DNA-Polymerase;  Stratagene, Amsterdam (Niederlande)

- Benzonase Novagen, Schwalbach
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2.1.3 Antikorper
Primare Antikorper:
Anti-SUMO1 (33-2400)
Anti-GMP-1

Anti-SUMO2 (ab22654)

Anti-PML (PG-M3): sc-966

Anti-PML (A301-167A, -168A)

Anti-PML RINGB1 (3004)

Anti-Ubiquitin (P4D1): sc-8017

Anti-FLAG (M2): F3165

Anti-FLAG

Anti-c-Myc (Klon 9E10)

Anti-c-Myc (M 4439)

Anti-HA (3F10)

Anti-RGS-His

Anti-Tubulin (Klon DM1A)

Anti-R-Aktin (AC-15)

Zymed Laboratories (San Francisco, USA),
monoklonales Antiserum aus Maus
Invitrogen (Karlsruhe), monoklonales
Antiserum aus Maus

Abcam (Cambridge, GB), polyklonales
Antiserum aus Kaninchen

Santa Cruz Biotechnology, INC. (Santa Cruz,
USA) monoklonales Antiserum aus Maus
Bethyl Laboratories (Montgomery, TX, USA),
polyklonales Antiserum aus Kaninchen
Biogenes (Berlin), polyklonales Antiserum
aus Kaninchen

Santa Cruz Biotechnology, INC. (Santa Cruz,
USA), monoklonales Antiserum aus Maus
Sigma-Aldrich  (Steinheim), monoklonales
Antiserum aus Maus

Sigma-Aldrich  (Steinheim),  polyklonales
Antiserum Nr. (F7425) aus Kaninchen
Abcam (Cambridge, GB), monoklonales
Antiserum aus Kaninchen

Sigma-Aldrich  (Steinheim), monoklonales
Antiserum aus Maus (Klon 9E10)

Roche (Penzberg) , monoklonales Antiserum
aus Ratte

Qiagen (Hilden), monoklonales Antiserum
aus Maus

Sigma-Aldrich  (Steinheim), monoklonales
Antiserum aus Maus

Sigma-Aldrich  (Steinheim), monoklonales

Antiserum aus Maus
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Sekundarantikorper fir Immunofluoreszenz:

Alexa Fluor 546 Ziege-anti-Kaninchen IgG (Molecular Probes, Invitrogen)
Alexa Fluor 546 Ziege-anti-Maus 1gG (Molecular Probes, Invitrogen)
Alexa Fluor 555 Esel-anti-Maus 1gG (Molecular Probes, Invitrogen)
Alexa Fluor 546 Esel-anti-Ziege 1gG (Molecular Probes, Invitrogen)
Alexa Fluor 546 Ziege-anti-Ratte 1gG (Molecular Probes, Invitrogen)
Alexa Fluor 488 Esel-anti-Ziege 1gG (Molecular Probes, Invitrogen)
Alexa Fluor 488 Esel-anti-Kaninchen IgG (Molecular Probes, Invitrogen)

Alexa Fluor 488 Esel-anti-Maus 1gG (Molecular Probes, Invitrogen)

Sekundarantikorper fiir Western-Blot-Analyse:

Ziege-anti-Maus 1gG HRP (horseradish peroxidase) - konjugiert, Bio-Rad
(Munchen)

Ziege-anti-Kaninchen 1gG -HRP (horseradish peroxidase) - konjugiert, Bio-Rad
(Munchen)

2.1.4 GroBRenmarker

- 1 kb DNA-Ladder (39314.01); Serva (Darmstadt)

- 100 bp Ladder equim. (39311.01); Serva (Darmstadt)

- Prestained SDS-PAGE-Ruler; Fermentas (St. Leon-Rot)
- Unstained SDS-PAGE-Ruler; Fermentas (St. Leon-Rot)

2.1.5 Proteaseinhibitoren

- PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid); Sigma-Aldrich (Steinheim)
- Pefabloc; Roth (Karlsruhe)

- Aprotinin; Roth (Karlsruhe)

- Leupeptin Hemisulfat; Roth (Karlsruhe)

- Pepstatin A; Serva (Darmstadt)

2.1.6 Puffer

- SDS-Laufpuffer: 250 mM Glycin
25 mM Tris Base
0,1 % (w/v) SDS
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PBS-Puffer:

PBST-Puffer:

Urea-Puffer:

RIPA-Puffer

RIPA-Waschpuffer

136,9 mM NaCl
2,7 mM KCI

8,1 mM NaxHPO,
1,76 mM KH,PO4

136,9 mM NaCl
2,7 mM KCI

8,1 mM NayHPO4
1,76 mM KH;PO4
0,1 % Tween 20

2 x SDS-PP
7 % R-MeOH
8M Urea

50 mM Tris pH 7,5

150 mM NaCl

5mM EDTA

1 % Triton X-100

0,1 % Protease Inhibitor Mix
20 mM NEM

RIPA-Puffer mit 0,1 % SDS

Alle weiteren in der Arbeit verwendeten Puffer und Ldsungen wurden im

Methodenteil an der jeweils entsprechenden Stelle aufgefuhrt.

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

PVDF-Membran
Rontgenfilme

Reaktionsgefalle

15 bzw. 50 ml Réhren

Millipore, Schwalbach
Super RX (Fuijifilm), Dusseldorf
Sarstedt, NUmbrecht
Sarstedt, NUmbrecht

Zellkulturschalen (6 Well, 24 Well) Sarstedt, NUmbrecht
Zellkulturschalen (100 x 20 mm) Sarstedt, NUmbrecht
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21.8 Bakterienstamme und Konstrukte

Bakterienstamme:

Zellstamm Genotyp

Escherichia coli (E.coli) DH5a @80dlacZMAM15, recA1,endA1,
gyrA96, thi-1, hsdR17(r, my’),
SupE44, relA1, deoR, A(lacZYA-
argF)Uu169
(Woodcock et al., 1989)

Escherichia coli Rosetta 2 (DE3) pLysS F ompT hsdSg(rs, mg’) gal dcm
(DE3) pLysSpRARE (Cam®)
Novagen (Schwalbach)

Konstrukte:
RNF4

Amonosauresequenz von RNF4 und dessen Domanen:

MSTRKRRGGAINSRQAQKRTREATSTPE ISLE AE PIELV ETAGDEIVDLT CESLE
PVVVDLTHNDSVVIVDERRRPRRNARRLPQDHADSCVVSSDDEELSRDRDVYVTTH
TPRNARDEGATGLRPSGTVSCPICMDGYSEIVQNGRLIVSTECGHVFECSQCLRDSLK
NANTCPTCRKKINHKRYHPIYI

SIM 1: E ISLE AE PIELV

SIM 2: IVDLT
SIM 3: VVDLT
SIM 4: VVIVDE
RING-Motif: CPICMDGYSEIVQNGRLIVSTECGHVFCSQCLRDSLKNANTCPTC
Kernlokalisationssignale: RKRRGGAINSRQAQKRTRE
RRRPRR
RKKI

pCMV-TagB-HA-RNF4 (WT)
pCMV-TagB-HA-RNF4-111 (WT) 111 = ATA->ATC (Die DNA wurde mutiert um

einen moglichen Transkriptionsstop zu vermeiden)

pCMV-TagB-HA-RNF4-111-SIM1-Mutante
pCMV-TagB-HA-RNF4-111-SIM1-Mutante
pCMV-TagB-HA-RNF4-111-SIM2-Mutante
pCMV-TagB-HA-RNF4-111-SIM3-Mutante
pCMV-TagB-HA-RNF4-111-SIM2/3-Mutante
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pCMV-TagB-HA-RNF4-111-SIM4-Mutante

PML
pCMV-TAG2B-FLAG-PML11 (1-522)

SUMO1 -3

pCDNA/TO/N-MRGS-6His-SUMO1

pCDNA/TO/N-MRGS-6His-SUMO2

pCDNA/TO/N-MRGS-6His-SUMO3

SUMOK11R-Mutanten - koénnen aufgrund ihres fehlenden Lysins an
Position 11 keine SUMO-Ketten bilden

pCDNA/TO/N-MRGS-6His-SUMO2K11R

pCDNA/TO/N-MRGS-6His-SUMO3K11R

2.1.9 Nahrmedien

Medium zur Aufzucht von E.coli-Stammen
LB (Luria-Bertani)-Medium

1 % Baktotrypton

0,5 % Hefeextrakt

1 % NaCl

Fur LB-Agar-Platten wurde 2 % Agar zugesetzt.

Alle Flassigmedien wurden autoklaviert (20 min; 121 °C) und bei RT gelagert.
Medien mit Agar wurden autoklaviert und in sterile Petrischalen gegossen (25-
30 ml/Schale). Zur Selektion auf plasmidkodierte Antibiotikaresistenz wurde
dem LB-Medium Ampicillin (Endkonzentration 100 ug/ml), Chloramphenicol
(Endkonzentration 30ug/ml) oder Kanamycin (Endkonzentration 30 ug/ml)

zugesetzt. Die Platten wurden bei 4 °C gelagert.
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Medien fir Zellkultur

EMEM (Eagle's minimal essential medium) fur die Aufzucht von T-REx™-
HelLa Zellen

+ 10 % FCS (foetal calf serum)

+ 1 % non-essential amino acids (NAA) = (100 x)

+ 1 % Penicillin / Streptomycin - (100 x)

+ 0,15 % Zeocin & (100 mg/ml Sockldsung)

+ 0,05 % Blasticidin = (10 mg/ml Stocklosung)

EMEM (Eagle's minimal essential medium) fur die Aufzucht von HelLa B
Zellen

+ 10 % inaktiviertes FCS (foetal calf serum)

+ 1 % non-essential amino acids (NAA) = (100 x)

+ 1 % Penicillin / Streptomycin - (100 x)

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium) fur die Aufzucht von primaren
HS27 Zellen

+ 10 % inaktiviertes FCS (foetal calf serum)

+ 1 % non-essential amino acids (NAA) = (100 x)

+ 1 % Penicillin / Streptomycin - (100 x)

+ 20 pM L-Glutamin

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) fur die Aufzucht von NB4 Zellen
+ 2 mM L-Glutamin

+ 10 % inaktiviertes FCS (foetal calf serum)

+ 1 % non-essential amino acids (NAA) - (100 x)

+ 1 % Penicillin / Streptomycin - (100 x)

2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.1 Kultivierung von Bakterien

Kloniert wurde allgemein mit dem E.coli Bakterienstamm DH5a. Die Bakterien

wurden entweder in einem entsprechenden Volumen an LB-Medium in einem
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Heildluftschittler oder auf Agarplatten im Brutschrank bei 37 °C Uber Nacht
(UN) kultiviert.

2.2.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Zur Herstellung transformationskompetenter E.coli-Zellen wurden Bakterien
vom DH5a-Stamm nach dem Protokoll von (Hanahan, 1983) behandelt. Hierfur
wurden 4 ml LB*" Medium (LB-Medium mit zusatzlich 20 mM MgSO, und 10
mM KCI) mit einer DH5a-Kolonie beimpft und Uber Nacht bei 37 °C im
HeiBluftschattler kultiviert. Dann wurden 100 ml LB™-Medium mit 1 ml
Vorkultur, die Uber mindestens 16 h bei 37 °C kultiviert wurde beimpft und bei
37 °C in einem Heilluftschuttler bis zu einer ODgy von 0,3 bis 0,5 wachsen
gelassen. Nach Abkuhlung der Kultur Gber 20 min auf Eis wurden die Zellen bei
4000 x g und 4 °C fiir 10 min sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und
die Zellen zweimal in 15 ml eiskaltem TFB | (30 mM Kaliumacetat, pH 5,8, 50
mM MnCl,, 100 mM RbCI, 10 mM CaCly, 15 % (w/v) Glycerin) resuspendiert.
Die Zellsuspensionen wurden dann weitere 10 min auf Eis gestellt und erneut
sedimentiert. AnschlieBend wurde das Zellsediment in 4 ml TFB Il (10 mM
MOPS/NaOH, pH 7,0, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCI, 15 % (w/v) Glycerin)
resuspendiert und in vorgekuhlte 1,5 ml Reaktionsgefale verteilt (100 pl /
Reaktionsgefall). Die Aliquots wurden dann in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die Transformationseffizienz der
kompetenten Zellen wurde durch die Transformation von 1 ng DNA in 100 pl

kompetente DH5a Zellen getestet. Die errechnete Transformationsrate sollte

3 4
bei gut einsetzbaren kompetenten Zellen anschliel3end bei mindestens 10 —10

gewachsenen Kolonien liegen.

2.2.3 Transformation kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA

Die kompetenten Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut. Dann wurden
entweder 0,5 pg Plasmid-DNA oder 20 pl Ligationsansatz (s.u.) dazugegeben
und 20 min auf Eis inkubiert, wobei die Zellen alle 5 min vorsichtig gemischt
wurden. Nach 45 s Hitzeschock bei 42 °C wurde der Ansatz zur Erholung fur
weitere 2 min auf Eis gestellt. AnschlieRend wurden die Zellen mit 500 pl LB-

Medium versehen und 1 h bei 37 °C auf einen Schuttler gestellt. Danach
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wurden die Zellen bei 5000 x g fur 5 min sedimentiert, mit 100 yl LB-Medium

resuspendiert und auf Agar-Platten mit geeignetem Antibiotikum ausgestrichen.

2.2.4 Polymerase-Kettenreakton (PCR) zur Amplifizierung von

Nukleinsauren

Die Standard-PCR diente zur in vitro Amplifizierung linearisierter DNA (Mullis et
al., 1986) fur Subklonierungen, wobei sowohl neue Restriktonsstellen eingefuhrt
als auch verklrzte Genfragmente erzeugt werden konnten. Der 50 pl Standard-
Ansatz beinhaltete 5 pl 10 x KOD HiFi DNA Polymerase-Puffer, 0,2 mM dNTPs,
1 mM MgCl,, 0,4 pM 3’- und 5’-Primer, 2,5 U/pyl KOD HiFi DNA Polymerase
(Novagen, Schwalbach) und 0,05 - 0,1 mg Matritze in Wasser. Der
Reaktionsansatz wurde zunachst fur 15 s bei 98 °C denaturiert und dann 25 -

30 Zyklen folgenden Bedingungen ausgesetzt:

Denaturierung: 98 °C, 15-30s
Hybridisierung: 50-68°C,1-30s

Der Primer mit der niedrigsten Schmelztemperatur (T,) bestimmte die
Hybridisierungstemperatur, die nicht Uber der Schmelztemperatur des Primers
liegen darf. Die Schmelztemperaturen von Oligonukleotiden wurden mit

folgender Formel bestimmt:

Tm=2(G+C)x4°C+3(A+T)x2°C

Elongation: 72°C,20-60s

2.2.5 DNA-Praparation

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte mittels alkalischer Lyse (Birnboim und
Doly, 1979). Von einer kleinen Ubernachtkultur (3ml) wurden 1,5 ml in ein
Reaktionsgefal® dUberfuhrt und bei Raumtemperarur (RT) mit einer
Geschwindigkeit von 10000 x g fur 1 min sedimentiert. Die Zellen wurden dann
in 100 wl P1-Puffer (62,6 mM Tris/HCI - pH 8,0, 12,5 mM EDTA/NaOH - pH 8,0,

100 mg/ml RNaseA) resuspendiert. Im Anschluss daran wurde der Suspension



2 Material und Methoden 34

100 wl P2-Puffer (210 mM NaOH, 1 % SDS) zugegeben. Der Ansatz wurde
nach vorsichtigem Mischen Uber einen Zeitraum von 5 min bei RT inkubiert.
Nach Zugabe von 150 ul P3-Puffer (3 M Kaliumacetat - pH 5,5) wurde der
Ansatz erneut vorsichtig gemischt und fur 15 min auf Eis inkubiert. Dann wurde
der Ansatz 30 min zentrifugiert (10000 x g, RT). Im Anschluss daran wurde der
Uberstand in ein neues Reaktionsgefaly tiberfihrt und 700 ul 100 % Ethanol
zugegeben. Durch weitere 15 min Zentrifugation (10000 x g, RT) wurde die
Plasmid-DNA geféllt. Die DNA wurde schlieBlich mit 1 ml 70 % Ethanol
gewaschen, erneut 5 min zentrifugiert (10000 x g, RT), der Uberstand
verworfen und die DNA bei geoffnetem Reaktionsgefal® uber 5 min bei 62 °C
getrocknet. AnschlieRend konnte die Plasmid-DNA in 50 ul H2O resuspendiert
und bei -20 °C gelagert werden. Fur den Restriktionsverdau wurden 5 ul

Plasmid-DNA eingesetzt.

Die Isolierung groRerer Plasmidmengen erfolgte aus 100 ml Ubernachtkultur mit
Hilfe des ,Qiagen Plamid Midi Kit* der Firma Qiagen (Hilden) nach Angaben des

Herstellers.

2.2.6 5’- Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Glatte oder kompatible Enden geschnittener Vektor-DNA wurden mit alkalischer
Phosphatase dephosphoryliert. Dazu wurden 5 ug Vektor-DNA, 4 ul 10 x
Phosphatase-Puffer und 2 U alkalische Phosphatase mit H,O auf 40 ul
aufgefullt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Inkubation
bei 70 °C (10 min) gestoppt.

2.2.7 Phosphorylierung der 5’-Enden von DNA-Fragmenten

PCR-Fragmente haben keine endstandigen 5-Phosphat-Gruppen. Vor der
Ligation (s. u.) in Vektoren wurden die 5’-Enden der Fragmente schlief3lich
phosphoryliert. Die DNA wurde mit 5 - 10 U T4-Polynucleotid-Kinase (New
England Biolabs, Schwalbach) in dem mitgelieferten Puffer und 10 mM ATP 30
min bei 37 °C inkubiert. Nach Inaktivierung der Kinase bei 70 °C Uber 10 min
wurden die Fragmente mit Hilfe des Nucleo Spin Extraction Kit (Macherey-

Nagel, Duren) gereinigt und fur Ligation eingesetzt.
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2.2.8 Restriktion

1 ug DNA wurde mit 1 - 3 U Restriktionsenzym 60 min in dem vom Hersteller
empfohlenen Puffer bei 37 °C inkubiert.

2.2.9 Ligation

DNA-Fragmente wurden in 3-fach molarem Uberschuss zur Vektor-DNA
eingesetzt. Der Reaktionsansatz wurde mit 1 U T4-DNA-Quick-Ligase (New
England Biolabs, Schwalbach) in dem mitgelieferten Ligase-Puffer 5 - 10 min
bei RT inkubiert.

2.2.10 Agarosegelelektrophorese
DNA-Fragmente wurden in Agarosegelen (0,7 - 2 % (w/v) Agarose in 1 x TAE-
Puffer mit 1 ug/ml Ethidiumbromid) getrennt. Die Fragmentgréf3en, die getrennt

werden sollten, bestimmten die Agarosekonzentration des Gels.

Agarosekonzentration ( %) Fragmentlangen (Bp)
0,7 1000 - 9000

1,0 300 - 1000

1,5-2,0 <300

Vor dem Auftragen wurden die Proben mit 1/10 Volumen Probenpuffer (50 %
(w/v) Glycerin, 10 mM Tris/HCI, pH 8,0, 50 mM EDTA, 0,01 % (w/v)
Bromphenolblau) versetzt. Je nach FragmentgroRe wurden unterschiedliche
Langenstandards verwendet. Die angelegte Spannung wahrend der

Elektrophorese betrug 90 V. Als Laufpuffer wurde 1 x TAE benutzt.

2.2.11 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Ethidiumbromid-gefarbte DNA-Fragmente fluoreszieren im Agarosegel wenn sie
mit UV-Licht (302 nm) angeregt werden. Auf einem Transilluminator konnte die
Position der DNA-Fragmente im Gel identifiziert werden. Mit einem Skalpell
wurden Gelstucke, die die DNA-Fragmente enthielten, ausgeschnitten und in

ein vorbereitetes Reaktionsgefaly Uberfuhrt. Die Extraktion der DNA aus dem



2 Material und Methoden 36

Gel erfolgte mit dem Nucleo Spin Extraction Kit (Macherey-Nagel, Duren) nach

dem Protokoll des Herstellers.

2.2.12 DNA-Sequenzierung

Sequenziert wurde allgemein nach der Kettenabbruch-Methode (Sanger und
Coulson, 1975). Die Sequenzierung erfolgte im Cycle-Sequencing-Verfahren
nach dem BigDye-Terminator-Sequencing Kit (Applied Biosystems, Darmstadt)
mit fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden. Ein einzelner
Sequenzieransatz beinhaltete in 10 yl Gesamtvolumen 300 ng Plasmid-DNA,
10 pmol eines geeigneten Oligonukleotids, 0,7 yl Terminator-Losung (BigDye
Terminator-Sequencing Kit) und 2 pl BigDye-Puffer (5 x). Das PCR-Programm
bestand aus einer initialen Denaturierung bei 96 °C (1 min), 25 Zyklen mit je 30
s Denaturierung bei 96 °C, 15 s Hybridisierung bei 50 °C und 4 min Elongation
bei 60 °C. Schlie8lich wurden die Ansatze nach der PCR auf 20 ul Endvolumen

mit Millipore-Wasser aufgefullt.

2.2.13 DNA-Quantifizierung

Photometrische Bestimmung:

Zur photometrischen Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren wurden
diese zunachst mit Millipore-Wasser verduinnt. Danach konnte die Absorption
bei 260 nm in einer Quarzkuvette (Schichtdicke 1 cm) gegen Millipore-Wasser
gemessen werden. Bei der Berechnung der Konzentration wurde folgender

Wert zugrunde gelegt.

* doppelstrangige DNA 50 pg/ml bei OD2g = 1
Der Quotient ODgzg [/ OD2g ist ein Mald fur die Reinheit der

Nukleinsaurepraparationen.

2.3 Proteinbiochemische Methoden
2.3.1 SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden durch denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) aufgetrennt. Die SDS-PAGE wurde in einer
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BioRad-Kammer durchgefihrt. Meist wurden 10 %-ige Trenn- und 4 %-ige

Sammelgele verwendet.

4 % Sammelgel 10 % Trenngel
30 % Acrylamid/ 0,5 mi 2,5 mi
0,8 % Bisacrylamid
1,5 M Tris/HCI, - 2,6 ml
pH 8,8
0,5 M Tris/HCI, 1,3 ml -
pH 6,8
H,O 3,14 ml 4,8 ml
10 % SDS 49,4 ul (1:100) 99 ul (1:100)
APS 49,4 ul (1:100) 99 ul (1:100)
TEMED 4,94 ul (1:1 000) 9,9 ul (1:1000)

Tabelle I: Zusammensetzung von Polyacrylamidgelen

Die Proben wurden mit 1 x SDS-Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen
geladen. Die elektrophoretische Trennung erfolgte in 1 x SDS-Laufpuffer bei 32
mA. Als Protein-Marker wurde stets Unstained SDS-PAGE Standards oder

Prestained SDS-PAGE Standards von Fermentas verwendet.

10 x SDS-Laufpuffer:
250 mM Tris Base

1 % (w/v) SDS

2,5 M Glycin

5 x SDS-Probenpuffer:

10 % (w/v) SDS

200 mM Tris/HCI pH 6,8

50 % (v/v) Glycerin

7 % (v/v) 3-Mercaptoethanol
0,05 % (w/v) Bromphenolblau

2.3.2 Transfer und Immobilisierung von Proteinen (Western-
Blot-Analyse)

Nach der Auftrennung von Proteinen durch SDS-PAGE (s.0.) wurden die
Proteine aus dem Gel auf eine immobilisierende PVDF-Membran
(Polyvinyldenfluoridmembran von Millipore; Schwalbach) transferiert (Towbin et
al., 1979).

Die bendtigten Komponenten (Gel-Blot-Papier von Schleier & Schill) wurden im
Halbtrockenverfahren zunachst in Transferpuffer gebadet und anschliefend
luftblasenfrei auf der planaren Kathode der Blot-Aparatur gestapelt. Darauf

wurde dann die PVDF-Membran, die zuvor mit Methanol benetzt und aktiviert
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wurde, das Polyacrylamidgel und abschlielend eine weitere Schicht Gel-Blot-
Papier gelegt. Nach Aufsetzen der Anode erfolgt der Transfer bei konstantem
Strom von 4 mA / cm? Blot-Flache tber 30 min.

Nach dem Elektrotransfer wurden die Banden von dem Protein-Marker
(Prestained SDS-PAGE Standards, Fermentas) auf der Membran sichtbar.

Durch diese Farbung ist erkennbar, ob der Transfer erfolgreich war oder nicht.

Transferpuffer:

10% (v/v) MeOH
1,5% (v/v) Glycin
25 mM Tris

2.3.3 Immunologischer Nachweis immobilisierter Proteine

Der immunologische Nachweis immobilisierter Proteine erfolgte in drei
Schritten. Im ersten Schritt wurden die unspezifischen Bindestellen auf der
PVDF-Membran mit 3 % Magermilchpulver in PBST blockiert (1 h, RT).
AnschlielRend wurde die Membran mit dem Primarantikorper inkubiert (1 h, RT)
und dann dreimal Uber 15 min mit 1 x PBST gewaschen. Der spezifische
Antigen-Antikorperkomplex konnte mit dem Sekundarantikdrper nachgewiesen
werden (30 min, RT), an den Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt war.
Danach wurde die Membran wieder dreimal Uber 15 min mit 1 x PBST
gewaschen. Alle Inkubations- und Waschschritte erfolgten auf einem Taumler
bei Raumtemperatur.

Die spezifischen Antigen / Primarantikorper / Sekundarantikdrper-Komplexe
wurden mit dem ,Chemiluminescence Detection Kit* von Pierce (Rockford,

USA) nach Herstellerangaben detektiert.

Blockieren 1 h (RT) 1 xPBST +3 %
Magermilchpulver

Primarantikorper 1 h (RT) Erst-Antikdrper in 1 x
PBST +5 %
Magermilchpulver

Waschen 3 x 15 min (RT) 1 x PBST

Sekundarantikorper 30 min (RT) Zweit-antikodrper in 1 x
PBST +5 %
Magermilchpulver

Waschen 3 x 15 min (RT) 1 x PBST

Waschen 1 x 20 min (RT) 1 x PBS

Tabelle II: Anleitung zum immunologischen Nachweis immobilisierter Proteine
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24  Zellkultur

2.4.1 Herstellung stabiler Zelllinien

Fur die Herstellung von Zelllinien, die Gene fur preSUMO2K11R und

preSUMO3K11R (SUMO = small ubiquitin-related modifier) induktiv

exprimieren, wurden T-REx-HelLa Zelllinien von Invitrogen verwendet, die
bereits den Tetracyclin-Repressor (Tet-Repressor) stabil exprimieren. Die

Regulation dieses Systems uUber Tetracyclin basiert auf der Bindung zwischen

Tetracyclin und Tet-Repressor. Durch diese Bindung I6st sich der Repressor

vom Tet-Operon der Promotorregion und das gewiunschte Gen wird exprimiert

(Yao et al., 1998).

Das T-REx™ System umfasst folgende Komponenten:

- einen Expressionsvektor, in den das gewiunschte Gen kloniert werden kann
und dessen Expression unter der Kontrolle des humanen Cytomegalovirus-
Promotors (CMV-Promotor) und zwei Tetracyclin-Operatoren (TetO,) steht

- ein regulatorisches Plasmid, welches den Tet-Repressor, der ebenfalls unter
der Kontrolle des CMV-Promotors steht, exprimiert

- Tetracyclin, um die Expression des gewunschten Gens zu induzieren

Um bestmdgliche Erfolge bei der Herstellung stabiler Zelllinien, die sowohl den
Tet-Repressor als auch das gewiunschte Gen exprimieren, zu erzielen musste
zunachst festgelegt werden, welche Mindestkonzentration an Antibiotika
(Blasticidin und Zeocin) notwendig waren um transfizierte von nicht-
transfizierten Zellen zu selektieren.

Zur stabilen Transfektion der SUMO-Gene im pcDNA4/TO-N-MRGS6His-Vektor
wurde zunachst der Vektor im bakteriellen Resistenzgen linearisiert und mittels
Geneduice Transfection Reagent (Novagen, Darmstadt), nach Angaben des
Herstellers, in die T-REx-HeLa-Zelllinien transfiziert.

24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen gewaschen (1 x PBST)
und mit frischem Medium, welches das selektive Antibiotikum Zeocin enthielt,
versehen. Nach ca. zwei Wochen konnten schlie3lich Klone isoliert und auf ihre

Induzierbarkeit mit Tetracyclin bzw. dessen Derivat Doxycyclin getestet werden.
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Abb.2.4.1.1: Schematische Ubersicht iiber die Herstellung stabiler

Zelllinien
Die Abbildung beschreibt die Vorgehensweise bei der Herstellung stabiler
Zelllinien (verandert nach Invitrogen, 2006).

2.4.2 Kultivierung der Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden im geeigneten Medium mit 10
% FCS und den entsprechenden Antibiotika in einem mit Wasserdampf
gesattigten und 5 % Kohlendioxyd haltigen Inkubator bei 37 °C kultiviert. Das im
FCS enthaltene Komplementsystem wurde durch eine 20-minuatige Inkubation
bei 56 °C inaktiviert. Die Antibiotika Penicillin und Streptomycin schutzen die

Zellen vor bakterieller Kontamination.

2.4.3 Lagerung der Zellen

Die Langzeitlagerung der Zellen erfolgte in 45 % gebrauchtem und 45 %
frischem Medium dem 10 % DMSO beigefligt wurde. DMSO verhindert die
zellschadigende Kristallisierung des Wassers wahrend des Einfrierens. Die
Zellen wurden langsam eingefroren, indem sie zunachst in Styroporbehaltern
bei -80 °C ein bis zwei Wochen zwischengelagert und dann in flissigem
Stickstoff aufbewahrt wurden. Das Auftauen der Zellen erfolgte aufgrund der

toxischen Wirkung von DMSO wesentlich schneller (z.B. durch Anwarmen in
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der Hand). Dann wurden die Zellen so schnell wie moglich, auf Kulturplatten mit

frischem Medium ausplattiert.

2.4.4 Zellaufschluss

Zellaufschluss mit 2 x SDS-Probenpuffer
Die T-REx-HelLa Zellen wurden mit 1 x PBS gewaschen und dann in 2 x SDS-
Probenpuffer (+ Benzonase, 1:10000) lysiert. Danach wurden sie fur 5 min bei

95 °C gekocht und auf ein analytisches Gel aufgetragen.

Wenn die Zellen auf eine andere Weise aufgeschlossen wurden, dann ist der

Puffer bei der entsprechenden Methode beschrieben.

2.4.5 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz beschreibt eine Methode, bei der Proteine durch
immunhistochemische Farbung mit Hilfe von fluoreszierenden Farbstoffen
sichtbar gemacht werden. In dieser Arbeit wurden Proteine gefarbt, die
ausschlieBlich im Zellkern lokalisiert sind. Es handelt sich bei der in dieser
Arbeit beschriebenen Methode um die indirekte Immunfluoreszenz, bei der nicht
der primare Antikdrper, sondern der sekundare Antikorper markiert ist.
Zunachst wurden 2 - 3 x 10° Zellen (> Konfluenz von ca. 50 %) auf
Kulturplatten (6 Well von Sarstedt; Nurnberg) plattiert, in die zuvor mit Ethanol
sterilisierte Deckglaschen gelegt wurden. Nach ca. 12 h sind die Zellen auf der
Oberflache der Deckglaschen gewachsen (Konfluenz von ca. 70 %) und
konnten je nach Experiment weiter behandelt werden.

SchlieRlich folgte nach dreimaligem Waschen mit PBS eine Fixierung der Zellen
mit Fixierpuffer (PBS + 3 % Paraformaldehyd (PFA)) Uuber 20 min bei RT.
Nachdem der Fixierpuffer abgesaugt und die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen wurden, konnten diese in PBS und bei 4 °C gelagert werden.

Nach der Fixierung der Zellen folgte deren Permeabilisierung und Blockierung.
Die Zellen wurden von Uberschissigem PBS befreit und Uber 10 min in
Waschpuffer (PBS + 0,2 % Saponin) bei RT inkubiert. Danach wurden die
Zellen Uber einen Zeitraum von 1 h mit Blockpuffer (PBS + 0,2 % Saponin + 3

% Rinderserumalbumin (BSA)) Uberschichtet.
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Die Antikorperfarbung erfolgte in einer Feuchtkammer (Wanne + feuchtes
Whatman-Papier + Parafilm (eine dehnbare Wachsfolie)). Zunachst wurden die
Zellen mit dem Erstantikorper (verdinnt in Blockpuffer) Gber 1 h inkubiert. Dann
folgte nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer die Inkubation mit dem
Zweitantikorper (verdinnt in Blockpuffer) Uber 30 min. Der Zweitantikdrper ist
mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert. Um ein Ausbleichen der
Farbstoffe zu vermeiden, wurde die Antikorperfarbung der Zellen bei Dunkelheit
durchgefuhrt.

Nachdem auch der Zweitantikorper gebunden hat, wurden die Zellen dreimal in
Waschpuffer gewaschen und mit einem Tropfen ProLong Gold antifade reagent
(ein ,Einbett-Gel” von Invitrogen) auf die Objekttrager gebettet. Danach folgte
die Analyse der Zellen mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie (Axioplan 2

imaging von Zeiss; Objektiv Plan-Apochromat 63 x).

2.4.6 Immunprazipitation (IP) von endogenem PML

1. Cross Linking

Zunachst mussten die Antikérper (PML) in vitro an die Protein A Sepharose
gekoppelt werden. HierfUr wurden zwei 15 ml Reaktionsgefale vorbereitet. In
das eine wurde das gewunschte PML-Serum (RINGB1-Serum 3004 von August
2008 aus eigener Herstellung) und in das andere zur Kontrolle ein
Praimmunserum mit je 1 ml Protein A Sepharose gegeben. Danach wurden die
Reaktionsgefalle mit PBS aufgefullt und uber Nacht bei 4°C auf einem Rollrad
inkubiert. FUr das sogenannte Cross Linking (der Antikorper soll kovalent mit
der Sepharose verbunden sein) wurden die Proben zunachst 3 x mit 4°C kaltem
0,2 M Borat-Puffer (10 mM Natriumborat, 150 mM NaCl, pH 9,0) gewaschen.
Danach wurde der Suspension 20 mM Dimethylpimelimidat (DMP) zugemischt
und Uber 30 min bei Raumtemperatur auf einem Rollrad inkubiert. Im Anschluss
daran wurden die Proben 2 x mit 0,2 M Ethanolamin (pH 8,0) gewaschen und
mit demselben 2 h auf dem Rollrad bei Raumtemperatur inkubiert. Ethanolamin
reagiert mit Uberschussigem DMP. Nach der Inkubationszeit wurden die Proben
zunachst 2 x mit PBS dann 1 x mit 100 mM Glycin (pH 3,0) und wieder 3 x mit
PBS gewaschen. Schlie3lich konnten die Proben bei 4°C gelagert und fur die

eigentliche IP verwendet werden.
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2. Immunprazipitation
Die Lyse der zu untersuchenden Zellen wurde in RIPA-Puffer + 8M Urea
durchgefuhrt. Falls sich die Zellen in diesem Puffer nicht vollstandig
aufschliel3en liel3en, wurden die Lysate zusatzlich sonifiziert.
RIPA: 50 mM Tris (pH 7,5)

150 mM NaCl

1 % Triton X-100

0,5 % NaDOC

0,1 % SDS

+ 8 M Urea
Danach wurden die Zelltrimmer bei 10000 x g und 4°C sedimentiert und der
Uberstand auf die mit dem Antikdrper gekoppelten Protein A
Separosekugelchen gegeben. Nach einer Inkubationszeit von mindestens 2
Stunden bei 4°C auf dem Rollrad (hier eignet sich auch eine
Ubernachtinkubation), wurden die Protein A Sepharosekiigelchen 5 x mit PBS +
0,1 % Triton X-100 gewaschen und in geeignete Reaktionsgefalle mit
Zentrifugationsfilter, die die Spharosekugelchen zurtckhalten Uberflhrt. Danach
wurden die Proben zentrifugiert (3000 x g, 30 sek). Die auf diese Weise
getrockneten Sepharosekligelchen mit den gebundenen Antigen-Antikorper-
Komplexen wurden im Anschluss mit einem Elutionspuffer tGber 30 min
inkubiert.

Elutionspuffer: 50 mM Tris (pH 6,8)

150 mM NaCl

0,5 % Triton X-100

6 M Urea
Danach wurden die Zellen sedimentiert (5000 x g; RT), mit 5 x SDS-
Probenpuffer versehen und mittels SDS-PAGE analysiert.

Fur die endogene PML-IP wurde demnach PML in vitro an ein freies Substrat
(Protein A Sepharosekugelchen) gekoppelt und mit Hilfe des
Westernblotverfahrens konnten die Antigene SUMO1, SUMO2 und Ubiquitin

nachgewiesen werden.
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2.4.7 Microarrayverfahren

Microarray beschreibt ein molekularbiologisches Untersuchungsverfahren, das
die parallele Analyse von mehreren tausend Einzelereignissen mit geringem
Probenmaterial erlaubt. Bei dem in dieser Arbeit genutzten Protein-Microarray-
Verfahren wurden Proteinproben aus Zelllysaten gewonnen und von der Firma
Zeptosens auf ein Tragermaterial fixiert und ahnlich wie beim
Westernblotverfahren analysiert. Mit Hilfe dieser Methode konnte die Aktivitat
diverser Kinasen nach unterschiedlicher Stressinduktion von HelLa B- und NB4-

Zellen mit ATO und Sorbitol untersucht werden.

1. Herstellung der Zelllysate

Die untersuchten HelLa B- und NB4-Zellen wurden in der Zellkultur im
entsprechenden Medium kultiviert und unterschiedlichen Stressen ausgesetzt.
Beide Zelllinien wurden mit 1 yM und 10 uM ATO oder 0,25 M und 1 M Sorbitol
uber einen Zeitraum von 5 min bis 720 min gestresst. Die ungestressten
Kontrollzelllinien wurden einfach im geeigneten Medium kultiviert. Die Lyse der
Zellen erfolgte nach Angaben von Zeptosens in einem von ihnen gelieferten
Lysepuffer (ZeptoMARK Reverse Array Lysis Buffer CLB1).

2. Quantifizierung der Proteinmenge

Nach der Zelllyse im CLB1-Puffer von Zeptosens wurden die Zelltrimmer
sedimentiert (10000 x g, 1 min) und der Uberstand in neue Reaktionsgefafie
uberfihrt.

FUr die photometrische Proteinmengenbestimmung wurde jede Probe 1:20 mit
PBS verdinnt und als Duplikat in 96-Well Platten pipettiert. Danach wurde das
Bradfordreagenz (Coomassie Plus — The better Bradford Assay Reagent)
hinzugegeben und die Proteinkonzentration konnten mit Hilfe eines Plate-
Readers bei 595 nm gemessen werden. Die Kalibrierung erfolgte mittels BSA-
Konzentrationsreihe.

Die Analyse der Proben wurde von Zeptosens durchgefuhrt.
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3.1 Ubiquitinierung von Proteinen nach Stressinduktion mit
Arsentrioxid

Da Arsentrioxid im Kampf gegen die APL ein wirksames Therapeutikum ist und
generell in Zellexperimenten zur Akkumulation SUMOylierter sowie
ubiquitinierter PML-Konjugate fuhrt (Weisshaar et al., 2008), sollte der Effekt
von ATO auf die Akkumulation von Ubiquitinkonjugaten in primaren
Vorhautfibroblasten (HS27 Zellen) untersucht werden (Abb.: 3.1.1). Mit

steigernder Konzentration und Inkubationsdauer nimmt die Akkumulation von

Ubiquitinkonjugaten zu.

.5h 6h 24h  28h 30h Abb. 3.1:

A Nachweis von Ubiquitin-
0O0000D0O0OO0 OO0 00 i i i i
‘ E g g E E E E E E E E E K?:é:g?(t::d nach Stressinduktion mit
_____ = = | Westernblotanalyse von HS27 Zellen mit
anti-Ubiquitin Antikdrper nach Behandlung
mit 1 bzw. 2 yM ATO. Die Zellen wurden
nach den angegebenen Zeitpunkten in 2 x
SDS-Probenpuffer lysiert. Hochmolekulare
Ubiquitinkonjugate (> 170 kDa) sind bereits
nach 3 h erkennbar.

anti-Ubiguitin

3.2 Charakterisierung stabiler SUMO-Zelllinien

Mit Hilfe des T-Rex-Systems, einem Tetracyclin regulierten Expressionssystem
fur humane Zellen von der Firma Invitrogen, wurden stabile RGS-His-SUMO-
Zellinien (SUMO1- SUMO2- und SUMO3-Zelllinien - Krause et al., 2008) und
RGS-His-SUMOK11R-Zelllinien  hergestellt  (siehe Abschnitt 2). Die
K11RMutanten von SUMO2 bzw. SUMO3 sind im Gegensatz zu den SUMO2-
/3-Wildtypen nicht mehr in der Lage Uuber ihr Lysin11 SUMO-Ketten
auszubilden. Die  Mutanten  fihren  ahnlich  wie = SUMO1 zu
MonoSUMOylierungs- bzw. MultiSUMOylierungsprozessen. Die folgende
Abbildung zeigt eine Auswahl von getesteten SUMO2K11R- und SUMO3K11R-

Klonen, die alle positiv auf SUMOK11R-Expression nach Induktion mit
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Doxycyclin getestet wurden. Fur weitere Experimente wurden die Klone A5 der
SUMO2K11R-Zelllinie und D5 der SUMO3K11R-Zelllinie verwendet.

pcDNA-TO-N-MRGS-6His-preSUMO2K11R pcDNA-TO-N-MRGS-6His-preSUMO3K11R
T 2 Z 2 O 3 8 & 8 & %
[ = c c [ = c [= c [ = c c =
S S 2o S S S S 8 &8 9 9
x X x x X x X x x X x
Doxycyclin + + + + o+

Doxycyclin - +

+ +
L )

P
L 4
A

+ + +

i 170 —

— 130 —
5;_! o v

40
40 —* v .
35 — | /T8 -
2 25— = T e - -

anti-His anti-His

Abb. 3.2: Nachweis stabiler Expression von SUMO2K11R und SUMO3K11R

Die mit Doxycyclin behandelten Zellen Gberexprimieren die RGS-His-SUMO-Mutanten stabil.
Verschiedene Klone der stabilen SUMO-Zelllinien (+) wurden Uber einen Zeitraum von 24 h mit
1 ug/ml Doxycyclin induziert, wohingegen die SUMO-Zelllinien (-) unbehandelt blieben. Nach 24
h wurden die Zellen in 1x PBS gewaschen und anschlieRend in 2xSDS-Probenpuffer lysiert.
Nach SDS-PAGE und Western Blot-Analyse wurde durch den RGS-His-Antikérper
Uberexprimiertes SUMOK11R nachgewiesen.

3.3 Auswirkung unterschiedlicher Stressfaktoren auf transfiziertes
PML in der stabilen SUMO2-Zelllinie

In diesem Experiment wurde die stabile SUMOZ2-Zelllinie nach einer
Kotransfektion mit FLAG-PML (Aminosauren 1-522 der Spleivariante PML11)
unterschiedlichen Stressfaktoren ausgesetzt. Das transfizierte PML-Konstrukt
hat ein Molekulargewicht von 85,7 kDa und lauft im SDS-PAGE als Bande bei
70 kDa. In unbehandelten Zellen ist aul3erdem eine weitere Bande bei etwa 100
kDa und eine sehr schwache Doppelbande zwischen 130 und 170 kDa
erkennbar.

Die Analyse des Westernblots gegen FLAG-PML zeigt deutlich eine
Akkumulation hochmolekularer Komplexe zwischen 130 und 170 kDa nach
ATO-Stress (Doppelbande in Abbildung 3.3, A). Die Bande bei ca. 100 kDa wird
schwacher und die bei 70 kDa bleibt unverandert. In den Lysaten der Sorbitol
gestressten Zellen lasst sich eine Stabilisierung der Doppelbande zwischen 130
und 170 kDa nicht beobachten. Nach 3 h H,0, (0,3 mM) ist die Doppelbande
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zwischen 130 und 170 kDa nur schwach erkennbar. Das bedeutet ATO fuhrt im
direkten Vergleich mit H,O, oder Sorbitol zu einer starkeren Modifikation von
transfiziertem PML, bei der es sich vermutlich um SUMO2 handelt.

Dartber hinaus wurden die Zellen mit dem Proteasominhibitor MG132
behandelt. Dieser ist reversibel, spezifisch, zellpermeabel und reduziert den
Abbau von ubiquitinkonjugierten Proteinen in humanen Zellen, ohne die
ATPase oder Isopeptidaseaktivitat des 26S-Komplexes im Proteasom zu stéren
(Roca et al., 1994). Allerdings ist es in diesem Experiment nicht gelungen einen
Effekt der Proteasominhibition auf transfiziertes PML nach ATO oder
Sorbitolstress zu zeigen. Nur in den mit H,O2 (0,3 mM, 3 h) gestressten
Zelllysaten kann die schwach nachweisbare Doppelbande zwischen 130 und
170 kDa durch MG132 stabilisiert werden. Die Westernblotanalyse gegen
Ubiquitin (Abb.: 3.3 B) zeigt aber eine vergleichsweise starke Stabilisierung von
Ubiquitinkonjugaten nach ATO-Stressinduktion und gleichzeitiger Inhibition des
Proteasoms. Dieser Effekt ist nach der Stressinduktion mit 0,3 mM H2O (3 h
und 6 h) und 0,5 M Sorbitol ebenfalls schwach erkennbar. Werden die Zellen
aber mit 1 M Sorbitol behandelt, so sind Ubiquitinkonjugate gleichermafen mit
und ohne MG132 nachweisbar. Zudem fallt auf, dass die Doppelbande
zwischen 130 und 170 kDa nach ATO-Stressinduktion auch im Ubiquitinblot

stabilisiert werden kann. Das bedeutet, diese Konjugate sind ubiquitiniert.
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Abb. 3.3: Modifikation von iiberexprimiertem PML nach Stressinduktion

Nachdem die stabile SUMOZ2-Zelllinie mit FLAG-PML transient transfiziert wurde, wurden die
Zellen mit Hilfe von Doxycyclin induziert und anschlieRend mit ATO, H,O, bzw. Sorbitol
unterschiedlichen Stressfaktoren ausgesetzt. Danach wurden die Zellen in PBS gewaschen, mit
2xSDS-Probenpuffer lysiert und mit Hilfe des Westernblottverfahrens analysiert. Verglichen mit
H>O, und Sorbitol, zeigt die Stressinduktion mit ATO eine verstarkte Modifikation von
transfiziertem PML (A). Auferdem hat die Inhibition des Proteasoms mit MG132 den groften
Einfluss auf die mit ATO behandelten Zellen. Hier ist eindeutig eine Stabilisierung von
Ubiquitinkonjugaten nachweisbar. Die mit 0,5 M Sorbitol behandelten Zellen zeigen diesen
Effekt nur leicht. Werden die Zellen mit 1 M Sorbitol gestresst, so hat MG132 keinen Einfluss
auf die Akkumulation der Ubiquitinkonjugate. Diese sind mit und ohne MG132 gleichermalfien
stark nachweisbar (B).

34 Auswirkung von unterschiedlichen, stabil exprimierten SUMO-

Isoformen auf PML

Um den Einfluss der Uberexpression von SUMO2 auf die Modifikation von PML
im Vergleich zu SUMO1 oder den Kontrolizellen ohne SUMO-Uberexpression
zu bestimmen, wurden im folgenden Experiment die stabilen SUMO-Zelllinien,
sowie deren Kontrollzelllinie (Empty-Zelllinie) mit FLAG-PML (1-522) transient
transfiziert. Darlberhinaus wurden die Zellen mit ATO gestresst und das 26S-
Proteasom mit MG132 inhibiert. In der SUMOZ2-Zelllinie treten im Bereich
zwischen 95 und 170 kDa Banden von FLAG-PML auf, die nach Behandlung
der Zellen mit ATO deutlich verstarkt werden. Dabei handelt es sich vermutlich
um SUMO2 modifiziertes PML. In der Kontrollzelllinie und der SUMO1-Zelllinie
treten diese Banden nicht auf (siehe Abbildung 3.4 A). Sowohl der anti-RGSHis

als auch der anti-Ubiquitin-Westernblot zeigen eine Akkumulation von
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Konjugaten nach Proteasominhibition und keine Unterschiede zwischen den
Zelllinien (Abb.:3.4 B und C). Die FLAG-PML Banden zeigen jedoch nur nach
Behandlung mit ATO eine leichte Verstakung (Abb.: 3.4. A)

A B
empty SUMOC1 SUMO2 SUMO1 SUMO2 SUMO3
20 uM MG132 + + + + + + + + + + + +
1UMATO, 6h + + + + + + + + + + + +
170 —
170
130 — 130
95
95 — 72—
2= 55—
40 —
56— 35
——--aml-FLAG'.M anti-RGSHIS
anti-Tubulin
anti-Ubiquitin
Abb. 3.4 a): Posttranslationale Modifikation von FLAG-PML mit SUMO2

Westernblotanalyse von Lysaten unterschiedlicher SUMO-Uberexprimierender Zelllinien. Diese
wurden Uber einen Zeitraum von 12 h mit Doxycyclin induziert. Die Empty-Kontrollzelllinie sowie
die SUMO1- und SUMO2-Zelllinie wurde mit FLAG-PML (1-522) transient transfiziert (A, B und
C). Im Anschluss daran wurden die Zellen tiber 6 h mit 1 yM ATO gestresst und mit dem
Proteasominhibitor MG132 behandelt.

In Abbildung 3.4 b) wurde die SUMO2-Zelllinie mit der SUMO2K11R-Zelllinie
verglichen. In der SUMO2-Zelllinie treten analog zu 3.4 a) im Bereich zwischen
95 und 170 kDa Banden von transfiziertem PML auf, die in der SUMO2K11R-

Zelllinie nicht erkennbar sind.
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Abb. 3.4 b): Posttranslationale Modifikation von FLAG-PML mit SUMO2

Vergleich der SUMOK11R-Zelllinie mit der SUMO2-Zelllinie. Die Zellen wurden Uber 12 h mit
Doxycyclin induziert und danach tGber 6 h mit 1 pM ATO gestresst und mit MG132 behandelt.
Analysiert wurde Uberexprimiertes FLAG-PML mittels Westernblotanalyse.

3.5 Die humane Ubiquitinligase RNF4 fihrt gemeinsam mit dem
ubiquitinkonjugierenden Enzym UbcHS5b zum Abbau von transient

transfiziertem PML

In den vorangegangenen Experimenten wurde eine verstarkte Modifikation von
transfizietem PML nach Behandlung mit ATO nachgewiesen, bei der es sich
vermutlich um polymere SUMO2-Ketten oder um hybride Ketten von SUMO2
und Ubiquitin handelt. Ein Abbau von transfizietem PML wurde jedoch nicht
beobachtet. Um zu testen, ob Uberexprimiertes PML in Anwesenheit einer
SUMO-abhangigen Ubiquitinligase abgebaut werden kann, wurde im folgenden
Experiment die SUMO2-Zelllinie mit FLAG-PML (1-522), Myc-RNF4 und His-
UbcHS5b kotransfiziert. Deutlich erkennbar ist, dass das ubiquitinkonjugierende
Enzym UbcH5b alleine nicht in der Lage ist Uberexprimiertes PML abzubauen.
Transfiziert man jedoch die humane Ubiquitinligase RNF4, werden alle PML
Banden schwéacher. Unter Bedingungen von PML- und gleichzeitiger SUMO2-
Uberexpression ist RNF4 limitierend. Bei zusétzlicher Uberexpression von
RNF4 wird UbcH5b limitierend. Die Koexpression von RNF4 und UbcHSb fihrt
schlieBlich zu einem vollstandigen Abbau von FLAG-PML.

Werden die stabilen SUMO2-Zellen mit ATO gestresst, so wird FLAG-PML trotz
UbcH5b oder RNF4 nicht vollstandig abgebaut.
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SUMO2-Zelllinie

FLAG-PML

His-UbcHS5b + &l
MG132 20 uM, 3 h + ¢
ATO 1uM, 6 h

Myc-RNF4

Abb. 3.5: RNF4 und
UbcH5b sind gemeinsam am
Abbau von liberexprimiertem
PML beteiligt

Westernblotanalyse von Lysaten
der SUMOZ2-Zelllinie, die mit
FLAG-PML, Myc-RNF4 und His-
UbcH5b kotransfiziert wurde.

Die Zellen wurden mit Doxycyclin
induziert, mit ATO gestresst und
das Proteasom mit MG132
inhibiert. RNF4 fihrt gemeinsam
mit UbcHS5b zum Abbau von
Uberexprimiertem PML.

anti-FLAG

anti-Tubulin

. -

anti-Myc

3.6 Die humane Ubiquitinligase RNF4 fuhrt gemeinsam mit ATO zum
Zerfall von PML-Kernkorpern

ob der
uberexprimiertem PML sich auf die Anzahl und Grélke von PML-Kernkorpern
auswirkt, wurde die stabile SUMO2-Zelllinie induziert (Doxycyclin), mit FLAG-
PML und Myc-RNF4 transfiziert, mit ATO gestresst und mit Hilfe der

Immunfluoreszenzmethode analysiert. MitoDsRed, ein fluoreszierendes Protein

Um untersuchen zu konnen, Abbau von endogenem und

von Clontech, wurde als Transfektionskontrolle eingesetzt. Um den Abbau von
PML zu unterdricken wurde das Proteasom durch MG132 inhibiert.

Die mit ATO gestressten Zellen enthielten im Gegensatz zu den ungestressten
Zellen kaum noch intakte PML-Kernkdrper. Das bedeutet, selbst wenn nach
Abbildung 3.5 in den mit ATO gestressten Lysaten noch PML-Protein
nachweisbar bleibt, so scheinen sich nach Abbildung 3.6 kaum noch PML-
Kernkorper bilden zu kdnnen. Myc-RNF4 und FLAG-PML kolokalisieren immer
vollstandig.

Die Behandlung der stabilen SUMO2-Zellen mit MG132 fuhrt zu einer
GroRenzunahme der PML-Kernkorper. Stresst man die Zellen mit ATO (1 uM, 6
h), so verschwindet sowohl PML, als auch RNF4. Dieser Effekt wird nicht erzielt
wenn man zusatzlich zum ATO-Stress das Proteasom inhibiert. Wird RNF4

nicht Gberexprimiert, dann sind trotz ATO-Stress noch PML-Kernkorper im
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Nukleus erkennbar. Das bedeutet RNF4 und ATO fuhren gemeinsam zum
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Abb. 3.6: RNF4 fiihrt unter ATO-Stress zum Abbau von PML-Kernkorpern

Stabile SUMO2-Zellen wurden transient mit FLAG-PML (1-522), Myc-RNF4 und mitoDsRed
(Transfektionskontrolle) transfiziert und mit Doxycyclin induziert. Danach wurden die Zellen mit
ATO (1 uM, 6 h) und MG132 behandelt. Mittels Immunfluoreszenz wurde schlie3lich die Anzahl
und GroRe der PML-Kernkdrper untersucht (Weisshaar et al., 2008).

Zerfall von PML-Kernkorpern.

overlay Ph-k

3.7 Einfluss der RNF4 SIM Mutanten auf PML-Kernkorper

Die humane Ubiquitinligase RNF4 besitzt an ihrem N-Terminus vier potentielle
SIMs. Um die Rolle der einzelnen SIMs fur ihre Ligaseaktivitat untersuchen zu
konnen wurden vier Einzelmutanten (SIM1-, SIM2-, SIM3-, SIM4-Mutanten) und
eine Doppelmutante (SIM 2/3-Mutante) von RNF4 hergestellt. Diese und der
RNF4-Wildtyp (RNF4-WT) wurden in Hela B Zellen transient transfiziert und
mittels Immunfluoreszenzmethode analysiert. Anders als im vorangegangenen

Experiment wurde hier der Abbau von endogenen PML-Kernkdrpern
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untersucht. Zudem wurde auf eine Stressinduktion mit ATO und die
Uberexpression von SUMO2 verzichtet.

Auffallig ist, dass in den RNF4-WT uberexprimierenden Zellen kaum noch
endogene PML-Kernkorper nachweisbar sind. Zellen die entweder die RNF4-
SIM1- oder SIM3-Mutante Uberexprimieren haben ebenfalls nur noch wenige
PML-Kernkorper. Mutiert man jedoch SIM2, SIM2/3 oder SIM4, so lassen sich
relativ viele PML-Kernkdrper im Zellkern nachweisen. RNF4 ist demnach ohne
seine essentiellen SIMs (SIM2 und SIM4) nicht mehr in der Lage PML-

Kernkorper zu spalten oder abzubauen.

Kontrolle Wildtyp SIM1-Mut.  SIM2-Mut.  SIM3-Mut.  SIM2/3-Mut.  SIM4-Mut
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Abb.3.7: Einfluss der RNF4-SIM Mutanten auf die Anzahl von PML-Kernkoérpern
Immunfluoreszenzanalyse von HelLa B Zellen transient transfiziert mit RNF4-Wildtyp (RNF4-
WT) und verschiedenen RNF4-SIM Mutanten (SIM1-, SIM2-, SIM3-, SIM2/3-, SIM4-Mutanten)
(oben). Der Wildtyp von RNF4 ist in der Lage endogene PML-Kernkdrper zu zerstéren. (unten)
Quantifizierung der PML-Kernkorper (die Beschriftung der y-Achse reprasentiert die Anzahl der

PML-Kernkorper, auf der x-Achse sind der RNF4-WT und die verschiedenen RNF4-SIM
Mutanten aufgetragen).
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3.8 Einfluss unterschiedlicher Stressfaktoren auf PML-Kernkorper

Da ATO vermutlich zur SUMOZ2/3-Modifikation von PML und schliel3lich zur
Zerstorung von PML-Kernkorpern fuhrt sollte im folgenden Experiment
untersucht werden ob osmotischer Stress ahnliche Effekte hervorruft. Darum
wurden primare Vorhautfibroblasten (HS27 Zellen) unterschiedlichen
Stressfaktoren ausgesetzt (ATO, 3 uM, 3 h; Sorbitol, 1 M, 3 h) und mit Hilfe der
Immunfluoreszenzmethode analysiert.

Deutlich erkennbar ist, dass in den ATO gestressten Zellen die PML-Kernkorper
vollstandig mit SUMO2 kolokalisieren und verglichen mit den ungestressten
Zellen etwas weniger PML-Kernkorper enthalten. In den mit Sorbitol
behandelten Zellen sind viel mehr und groRere PML-Kernkdrper erkennbar, in
denen nur zum Teil SUMO2 dafur aber SUMO1 zu finden ist. Demzufolge fuhrt

ATO, nicht aber osmotischer Stress zum Zerfall von PML-Kernkorpern.
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Abb. 3.8.1: Auswirkung unterschiedlicher Stressfaktoren auf die Anzahl von
PML-Kernkorpern

Primare Fibroblasten (HS27 Zellen) wurden entweder mit Sorbitol oder ATO gestresst und
mittels Immunfluoreszenzmethode analysiert. In diesem Experiment wurden ausschlieRlich
endogene Proteine gefarbt (PML = griin, SUMO1 bzw. SUMO2 = rot).
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Abb. 3.8.2: Auswirkung unterschiedlicher Stressfaktoren auf die Anzahl von

PML-Kernkorpern

Quantifizierung von endogenen PML-Kernkorpern mittels Immunfluoreszenzmikroskopie. Die y-
Achse reprasentiert die Anzahl der PML-Kernkdrper. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen von
Sorbitol und ATO aufgetragen. Nach 4 h Sorbitol-Stress (1 M) sind etwa 20 PML-Kernkérper
pro Zelle nachweisbar. Nach 3 h ATO-Stress (3 uM) im Mittel nur noch 11-12.

3.9 Analyse von endogenem PML in HS27- und HeLa B- Zelllysaten

nach unterschiedlicher Stressinduktion

In diesem Experiment wurden HS27 Zellen und HelLa B Zellen ahnlich wie im
vorherigen Experiment mit ATO oder Sorbitol behandelt. Da es von PML eine
Vielzahl von Splicevarianten gibt (Jensen, 2001; Condemine, 2006) und PML
posttranslational unterschiedlich modifiziert werden kann, zeigt die
Westernblotanalyse von endogenem PML eine Vielzahl von Banden. In
unbehandelten HS27 Zellen ist eine einzige PML-Bande bei 130 kDa
prominent. In den unbehandelten Hela B Zelllysaten sind dagegen insgesamt 5
Banden nachweisbar, zwei relativ starke Banden bei 130 kDa bzw. zwischen
130 und 170 kDa sowie drei schwache Banden bei 95 kDa, unterhalb von 170
kDa und eine hochmolekulare PML-Bande. Nach Behandlung der Zellen mit
MG132 sieht das Bandenmuster in beiden Zelllinien fast identisch aus, es
unterscheidet sich aber von dem nach ATO- oder Sorbitol-Stress. Hier konnen
insgesamt 7 Banden nachgewiesen werden, eine bei 95 kDa, zwei relativ starke
Banden bei 130 bzw. zwischen 130 und 170 kDa, eine etwas unterhalb von 170
kDa und 3 oberhalb von 170 kDa. Die Stressinduktion mit ATO fuhrt in beiden
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Zelllinien zum Verlust der Banden bei 130 kDa und zwischen 130 und 170 kDa.
Nach der ATO-Stressinduktion und gleichzeitiger Inhibition des Proteasoms
werden in beiden Zelllinien gleichermalRen sowohl die Bande bei 130 kDa, als
auch die Banden zwischen 130 und 170 kDa und daruber stabilisiert. Werden
die Zellen mit Sorbitol gestresst, so andert sich verglichen mit den
unbehandelten und den ATO gestressten Zelllysaten das Bandenmuster. Hier
wird endogenes PML bei ca. 130 kDa unabhangig von der Inhibition des
Proteasoms in beiden Zelllinien stabilisiert. Zwischen 130 und 170 kDa sind
keine Banden erkennbar. In beiden Zelllinien akkumulieren hochmolekulare

Konjugate weit Uber 170 kDa.

HS27-Zellen HelLa B Zellen
Sorbitol 1M, 2h + o+ + 4+
ATO 2 UM, 8 h + o+ Ta
MG132 - +

+ + + +
L : Fhs .

e 2 170 — '
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Abb.3.9: Analyse von endogenem PML in HS27- und HeLa B-Zellen nach ATO-

bzw. Sorbitol-Stress

Westernblotanalyse von primaren Fibroblasten und HelLa B Zellen nach Stressinduktion mit
ATO (2 puM, 6 h) oder Sorbitol (1 M, 2 h). In beiden Zelllinien verschwinden Banden nach ATO-
Stressinduktion, die durch die Inhibition des Proteasoms wieder stabilisiert werden kénnen. Auf
die Sorbitol gestressten Zellen hat MG132 keinen Einfluss.

3.10 Einfluss von RNF4 auf endogenes PML unter verschiedenen

Stressbedingungen in HS27 Zellen

Abbildung 3.10 zeigt das Ergebnis der transienten Transfektion von RNF4 in
HS27 Zellen die entweder mit ATO oder Sorbitol gestresst wurden. Deutlich
erkennbar ist, dass in den Lysaten mit ATO gestressten Zellen unabhangig von
der RNF4-Uberexpression Banden bei 130 kDa und zwischen 130 und 170 kDa
verschwinden (rotes Kastchen; vgl. Abb.: 3.9). Dieser Effekt kann durch MG132

verhindert werden.
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Bei Betrachtung der Zelllysate nach osmotischem Stress, verandert sich das
Bandenmuster von endogenem PML. In diesen Lysaten tauchen neue
hochmolekulare Banden uber 170 kDa auf (blau hervorgehoben). Die Banden
zwischen 95 und 170 kDa werden stabilisiert. Eine zusatzliche Inhibition des
Proteasoms hat keine Auswirkungen. Dies korreliert mit den vorangegangenen
Immunfluoreszenzversuchen, bei denen nach osmotischem Stress mehr und
grollere PML-Kernkorper beobachtet wurden als in den ungestressten oder
noch deutlicher in den ATO gestressten Zellen.

Nach der Transfektion der Zellen mit RNF4 fallt auf, dass PML zwischen 95 und
130 kDa bereits ohne ATO-Stress stark reduziert wird. Dieser Effekt konnte in
Abbildung 3.5 nicht nachgewiesen werden. Dort mussten die SUMO2 und PML
uberexprimierenden Zellen zusatzlich mit UbcH5b transfiziert werden. Daruber
hinaus zeigt die Westernblotanalyse gegen HA-RNF4, dass osmotischer Stress
zum Abbau von RNF4 fuhrt und nicht durch MG132 stabilisiert werden kann.
Die Westernblotanalyse gegen SUMOZ2/3 zeigt eine von der Inhibition des
Proteasoms abhangige Akkumulation von SUMO-Konjugaten in unbehandelten
sowie ATO gestressten Zellen. Werden die Zellen mit Sorbitol gestresst, so hat
MG132 wenig Einfluss.
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Abb. 3.10: Einfluss von ATO und Sorbitol in Kombination mit transfiziertem HA-
RNF4 auf endogenes PML

Hier wurden HS27 Zellen unterschiedlich gestresst (ATO,1 uM, 6 h; Sorbitol, 0,25 M, 2 h) und
zusatzlich mit HA-RNF4 transfiziert. Zu beobachten ist, dass ungestresste Zellen, die mit HA-
RNF4 transient transfiziert wurden, einen Riickgang von endogenem PML zwischen 95 und 130
kDa zeigen (gelbes Kastchen). Der Effekt von ATO ist eindeutig abhangig von MG132. Eine
Stressinduktion mit Sorbitol zeigt ein anderes Bandenmuster von endogenem PML. Hier sind
vor allem Veranderungen im hochmolekularen Bereich zu beobachten. Der Effekt von Sorbitol
ist unabhangig von einer Inhibition des 26S-Proteasoms.

170 — _‘

130
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3.11 Einfluss von RNF4 auf endogenes PML unter verschiedenen

Stressbedingungen in HeLa B Zellen

In diesem Experiment wurden HelLa B Zellen zunachst transient mit HA-RNF4
transfiziert und dann mit ATO oder Sorbitol gestresst. Die Westernblotanalyse
gegen endogenes PML zeigt genau wie die vorangegangenen Experimente
(Abb.: 3.10 und 3.9), ein Verschwinden der Banden bei 130 kDa und zwischen
130 und 170 kDa nach ATO-Stress. Dieser Effekt kann durch die Inhibition des
26S-Proteasoms verhindert werden. Werden die Zellen aber mit Sorbitol
gestresst, so bleibt die Bande bei 130 kDa deutlich nachweisbar. Die Banden
zwischen 130 und 170 kDa konnen nicht eindeutig detektiert werden. Der

Sorbitolstress fiihrt zusatzlich zu einer Akkumulation hochmolekularer
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Konjugate weit Uber 170 kDa. Der Effekt der Sorbitol-Stressinduktion wird nicht
durch MG132 beeinflusst. Zudem fallt auf, dass in den Sorbitol gestressten
Zellen kaum noch HA-RNF4 nachweisbar ist. Dies korreliert mit dem Ergebnis
in Abbildung 3.10. Auch hier fuhrt der osmotische Stress durch Sorbitol zum
Abbau von RNF4, der durch MG132 nicht verhindert werden kann.

Verglichen mit dem vorangegangenen Experiment (Abb.: 3.10) in HS27 Zellen,
bei dem bereits eine RNF4-Uberexpression zum Riickgang von endogenen
PML-Banden zwischen 95 und 170 kDa fiihrte, scheint die Uberexpression von
RNF4 in den ungestressten HelLa B Zellen mit und ohne MG132 keinen Effekt
zu haben (vgl. Abb.: 3.9).

HA-RNF4 Abb. 3.11: Einfluss von RNF4  auf
Sorbitol 0,5 M.4 h + 4+ endogenes PML in HeLa B Zellen
ATO 1uM, 6 h + o+ Hier wurden HelLa B Zellen stressinduziert (ATO, 1

UM, 6 h; Sorbitol, 0,5 M, 4h) und mit dem
reversiblen Proteasominhibitor MG132 behandelt.
Nach Lyse der Zellen in 2 x SDS-Probenpuffer und
nach Westernblotanalyse wird deutlich, dass ATO
zum Abbau von endogenem PML bei 130 kDa und
zwischen 100 und 170 kDa fihrt. Die Behandlung
der Zellen mit MG132 zeigt, dass der Effekt von
ATO im Vergleich zum Effekt von Sorbitol abhangig
von der Proteasominhibition ist. Die
Westernblotanalyse gegen HA-RNF4 zeigt ein
Verschwinden von transfiziertem RNF4 nach
anti-PML Sorbitolstress.
| e e— ]

anti-HA
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3.12 Analyse von HeLa B Zelllysaten nach unterschiedlicher

Stressinduktion

In Abbildung 3.12 wurden HelLa B Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen
von ATO oder Sorbitol behandelt und im Anschluss mittels Westernblot-
Methode analysiert. Analog zu den vorangegangenen Experimenten mit HS27-
und HelLa B-Zellen kann man erkennen dass der ATO-Stress (10 yM) zur
Abnahme von endogenem PML bei 130 kDa fuhrt (rotes Kastchen). Daruber
hinaus fuhrt ATO zu einer Akkumulation von SUMO2- und Ubiquitinkonjugaten.
Die Behandlung mit Sorbitol dagegen hat eine Stabilisierung von endogenem

PML bei 130 kDa zufolge. Zudem sind in diesen Zelllysaten, verglichen zu den
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unbehandelten und ATO gestressten Zellen, kaum SUMOZ2-Konjugate
nachweisbar. Der osmotische Stress durch Sorbitol fuhrt dagegen zu einer

Akkumulation von SUMO1-Konjugaten.
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Abb. 3.12: Einfluss von ATO und Sorbitol auf endogenes PML in HeLa B Zellen

Hier wurden HelLa B Zellen mit ATO (1 yM bzw. 10 pM ATO, 6 h) und Sorbitol (0,25 M bzw. 1
M, 2 h) behandelt, danach mit 2 x SDS-Probenpuffer lysiert und mit Hilfe des
Westernblotverfahrens analysiert. Auffallig ist, dass endogenes PML bei ca. 130 kDa nach 10
MM ATO-Stress im Gegensatz zum Sorbitolstress verschwindet. Der ATO-Stress fihrt
dariiberhinaus zur Akkumulation von SUMO2- und Ubiquitinkonjugaten. Der Sorbitolstress fihrt
nicht zur Akkumulation von SUMO2-, sondern zur Akkumulation von SUMO1-Konjugaten.

3.13 Analyse von HeLa B Zelllysaten mittels Immunprazipitation (IP)

von endogenem PML

Um zu klaren, ob die Stabilisierung beziehungsweise der Abbau von PML nach
den unterschiedlichen Stressinduktionen mit Sorbitol oder ATO auf die
Akkumulation von SUMO1- bzw. SUMO2-Konjugaten zurtckzufuhren ist, wurde
im folgenden Experiment eine IP von endogenem PML durchgefuhrt. Mit Hilfe
des Westernblotverfahrens wurde SUMO1, SUMO2 und Ubiquitin

nachgewiesen.
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Auffallig ist, dass die Inhibition des 26S-Proteasoms durch MG132 in den
Prazipitaten ohne Stressinduktion und mit ATO eine Akkumulation von sowohl
SUMO2- als auch Ubiquitin-modifiziertem PML nach sich zieht. Deshalb sieht
man in diesen Prazipitaten eine Akkumulation und Stabilisierung von
endogenem PML bei 130 kDa, dessen Abbau folglich verhindert wird. Die
Westernblotanalyse gegen PML zeigt ahnlich wie die vorangegangenen
Experimente eine nur noch schwach nachweisbare Bande bei 130 kDa nach
ATO-Stress (rotes Kastchen), die wie bereits erwahnt durch MG132 stabilisiert
werden kann.

Bei Betrachtung der Immunprazipitate nach osmotischem Stress wird deutlich,
dass eine Proteasominhibition keine signifikanten Auswirkungen auf
SUMOylierungs- oder Ubiquitinierungsprozesse hat. Man sieht, verglichen mit
den anderen Prazipitaten, eine schwache Anhaufung hochmolekularer SUMO1-
und nach 1 M Sorbitol eine starke Akkumulation von SUMOZ2-modifizierten
PML-Konjugaten, die nicht durch MG132 beeinflusst werden. Eine verstarkte
Modifikation von PML mit Ubiquitin kann nicht nachgewiesen werden.
Daruberhinaus wird die Bande bei 130 kDa nach Sorbitolstress stabilisiert. Des
Weiteren fuhrt die Behandlung der Zellen mit 1 M Sorbitol zu einer
Anreicherung von endogenem PML zwischen 130 und 170 kDa und im
hochmolekularen Bereich weit Uber 170 kDa. Diese lassen sich in diesem

Experiment durch MG132 stabilisieren (blaues Kastchen).
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Abbildung 3.13.1: Immunprazipitation von endogenem PML aus HelLa B Zellen

Westernblotanalyse von gereinigtem endogenen PML. HelLa B Zellen wurden mit ATO (10 uM
ATO, 6 h) oder Sorbitol (0,25 M bzw. 1 M, 30 min) gestresst und das 26S Proteasom mit
MG132 inhibiert. Die Prazipitate wurden gegen endogenes PML, SUMO1, SUMO2 und
Ubiquitin gefarbt. Deutlich erkennbar ist die Akkumulation hochmolekularer Ubiquitin- und
SUMO2-Konjugaten nach Proteasominhibition in den ungestressten und ATO behandelten
Zellen. MG132 hat keinen Einfluss auf Ubiquitinierung oder SUMOylierung in Sorbitol
gestressten Zellen. MG132 stabilisiert aber hochmolekulare PML-Konjugate nach 1 M Sorbitol.

Die Kontrolle der Immunprazipitation von endogenem PML ist in Abbildung
3.13.2 gezeigt. Hier wurden die Zelllysate vor der IP mittels Westernblotanalyse
gegen PML, SUMO1, SUMO2 und Ubiquitin gefarbt. Insgesamt bestatigen die
Blots der Zelllysate den Effekt, der nach der IP erkennbar wird. Auch hier wird
deutlich, dass die Proteasominhibition keinen Einfluss auf die Akkumulation von
SUMO1, SUMO2 oder Ubiquitin in osmotisch gestressten Zellen hat. Wird das
Proteasom aber in den ungestressten Zellen oder mit ATO gestressten Zellen
inhibiert, so folgt eine Anreicherung hochmolekularer SUMO2- und Ubiquitin-
Konjugaten. Aulderdem kann der Ruckgang von endogenem PML nach ATO-
Stress durch MG132 verhindert werden. Die Zelllysate zeigen allerdings anders
als die IP keine Akkumulation hochmolekularer PML-Konjugaten tuber 170 kDa
nach der Stressinduktion mit 1 M Sorbitol und gleichzeitiger Inhibition des

Proteasoms. Werden die Zellen aber mit 0,25 M Sorbitol gestresst, so konnen
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unabhangig von MG132 PML-Agglomerate nachgewiesen werden. DarlUber
hinaus ist in den Lysaten, anders als in den Prazipitaten nach 1 M Sorbitol
keine Akkumulation von SUMO2 nachweisbar. Eine Anreicherung von SUMO1
nach 1 M Sorbitolstress kann sowohl in den Prazipitaten (3.13.1) als auch in

den Lysaten (3.13.2) nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.13.2: Westernblotanalyse von HelLa B Zellen als Kontrolle der

Immunprazipitation von endogenem PML

HelLa B Zellen wurden mit ATO, Sorbitol und MG132 behandelt und im Anschluss gegen
endogenes PML, Ubiquitin, SUMO1 oder SUMO2 gefarbt. Erkennbar ist die Anreicherung von
SUMO2- bzw. Ubiquitin-Konjugaten in unbehandelten und ATO-gestressten Zellen bei
zusatzlicher Proteasominhibition. Der Verlust von endogenem PML nach ATO-Stress kann
durch MG132 verhindert werden. In den Sorbitol gestressten Zellen hat MG132 keinen Einfluss
auf endogenes PML oder die Anreicherung von SUMO2- bzw. Ubiquitin- Konjugaten. Der
osmotische Stress flhrt aber zu einer Akkumulation von SUMO1-Konjugaten.

3.14  Auswirkung unterschiedlicher Stressfaktoren auf die
Signaltransduktion in HeLa B - und NB4 - Zellen

Eine humane Zelle beinhaltet rund 520 unterschiedliche Kinasen, die wiederum
30 % aller Proteine phosphorylieren und dadurch aktivieren oder inaktivieren
(Manning et al., 2002). Sie bilden Signaltransduktionsketten, die in der Zelle

Prozesse wie die Apoptose, Zelldifferenzierung, Zellteilung und vieles mehr
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beeinflussen. Da Kinasen durch unterschiedliche Stressfaktoren aktiviert
beziehungsweise inaktiviert werden, wurden in den folgenden Experimenten
HelLa B - und NB4 - Zellen (isoliert aus dem Knochenmark von APL Patienten)
sowohl mit ATO als auch mit Sorbitol gestresst und die Aktivierung
unterschiedlicher Kinasen mittels Proteinmikroarrayanalysen quantifiziert. Um
zu Uberprifen, wann einer der Stresse zur Apoptose fuhrt wurde auch die
Aktivierung von Caspase 3 quantifiziert. Diese wird in HeLa B Zellen eindeutig
bei 0,25 molarem Sorbitolstress nach 60 min aktiviert, und diese Aktivierung
bleibt bis zum letzten Messpunkt nach 720 min erhalten (Abb. 3.14.1 a)). In
NB4 Zellen tritt die Aktivierung der Caspase 3 unter Sorbitolstress (0,25 M) erst
nach 240 min auf, bleibt aber ebenfalls bis 720 min erhalten (Abb. 3.14.1 b)).
Nach einer Stressinduktion mit 1 M Sorbitol wird die Caspase 3 weder in HelLa
B - noch in NB4 — Zellen verstarkt aktiviert. Allerdings sind die Messungen in
NB4-Zellen nach 45 min bei 1 M Sorbitol fast alle im gelben Bereich. Das
bedeutet diese Messungen wurden mit Proben durchgeflihrt deren
Proteinmenge niedriger war als die der Proben bei den Messungen die blau
dargestellt sind. Das beeinflusst schlieBlich die Genauigkeit der Messungen
und konnte auf ein starkes Absterben der Zellen nach 1 M Sorbitolstress

schlieen lassen.
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Abbildung 3.14.1 a):

Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol

Die y-Achse reprasentiert die aktivierte Caspase 3. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen der

unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten HeLa B Zellen aufgetragen. Zu

beriicksichtigen ist, dass die Zelllysate die gelb markiert sind weniger als 2 mg/ml Protein

enthielten. Alle anderen (blau gekennzeichnet) wurden mit der finalen Proteinkonzentration von

2 mg/ml im Proteinmikroarray-Versuch analysiert.
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Abbildung 3.14.1 b):
Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol
Die y-Achse reprasentiert die aktivierte Caspase 3. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen der
unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten NB4 Zellen aufgetragen. Die gelb
markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen hatten eine finale
Proteinkonzentration von genau 2 mg/ml.

Die MAP2-Kinase MKK7, die zunachst von einer MAP3-Kinase (MLK1/2/3)
aktiviert  wird, phosphoryliert  SAPK/JNK.  Aktiviete =~ SAPKs/JNKs
phosphorylieren und aktivieren schlie3lich c-Jun. Die Abbildung 3.14.2 a) zeigt
eine erhohte Aktivierung von MKK7 in ATO (10 pM) gestressten Zellen nach
240 min. Bei 1 yM ATO kann eine leichte Aktivierung von MKK7 nach 5, 15 und
60 min nachgewiesen werden. Dies ist auch der Fall, wenn die Zellen mit 1 M
Sorbitol gestresste werden (nach 15, 20 und 60 min). 0,25 M Sorbitol fuhrt
nicht zu einer verstarkten Phosphorylierung von MKK?7.

In NB4 Zellen flhrt weder Sorbitol noch ATO zu einer signifikanten
Akkumulation aktivierter MKK7 (Abb. 3.14.2 b).
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HelaB-Sorbitol 0.25M S5min
HelaB-ATO 10uM 720min
HelLaB-ATO 10uM 480min
HelaB-ATO 10pM 240min
HelaB-ATO 10uM 120min
HelaB-ATO 10uM 60min
Hel aB-ATO 10uM 45min
HelaB-ATO 10uM 30min
HelaB-ATO 10uM 15min
HelaB-ATO 10uM 10min
HelaB-ATO 10uM 5min
HelaB-ATO 1uM 720min
HelaB-ATO 1 M 480min
HelaB-ATO 1 uM 240min
HelaB-ATO 1M 120min
HelaB-ATO 1 uM 80min
HelaB-ATO 1uM 45min
HelaB-ATO 1 uM 30min
HelaB-ATO 1uM 15min
HelaB-ATO 1M 10min
HelLaB-ATO 1 uM Smin
HelaB-untreated 720min
HelaB-untreated 240min
HelaB-untreated 60min
HeLaB-untreated Omin

Abbildung 3.14.2 a):

Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol

Die y-Achse reprasentiert phosphorylierte MKK7. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen der

unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten HeLa B Zellen aufgetragen. Die gelb

markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen hatten eine finale

Proteinkonzentration von genau 2 mg/ml.
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Abbildung 3.14.2 b): Quantifizierung phosphorylierter MKK7 in NB4 Zellen nach
Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol
Die y-Achse reprasentiert phosphorylierte MKK7. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen der
unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten NB4 Zellen aufgetragen. Die gelb
markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen hatten eine finale
Proteinkonzentration von genau 2 mg/ml.

Eine Stressinduktion mit 0,25 M Sorbitol fuhrt in HeLa B Zellen nach 5 min zu
einem Anstieg der aktivierten SAP/JN-Kinasen, der bis zu 120 min
aufrechtgehalten wird. 1 M Sorbitol fuhrt zu einer geringen Aktivierung der
Kinasen (nach 5 min, 45 min, 120 min und 240 min). ATO hat im Vergleich zu
den unbehandelten Zellen keinen Einfluss auf die Aktivierung von SAPK/JNK
(Abb. 3.14.3 a).

In NB4 Zellen koénnen phosphorylierte SAPKs/JNKs ebenfalls nach
Sorbitolstress verstarkt nachgewiesen werden, sowohl mit 0,25 als auch mit 1
M Sorbitol. In beiden Fallen sind nach 5 min bis 240 min viele phosphorylierte
SAPKs/JNKs nachweisbar (Abb. 3.14.3 b).
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Abbildung 3.14.3 a):
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HelaB-Sorbitol 1M 240min
HelaB-Sorbitol 1M 120min
HelaB-Sorbitol 1M 60min
HelaB-Sorbitol 1M 45min
HelaB-Sorbitol 1M 30min
HelaB-Sorbitol 1M 20min
HelaB-Sorbitol 1M 15min
HelaB-Sorbitol 1M 10min
HelaB-Sorbitol 1M 5min
HelaB-Sorbitol 0.25M 720min
HelaB-Sorbitol 0.25M 480min
HelaB-Sorbitol 0.25M 240min
HelaB-Sorbitol 0.25M 120min
HelaB-Sorbitol 0.25M 60min
HelaB-Sorbitol 0.25M 45min
HelaB-Sorbitol 0.25M 30min
HelaB-Sorbitol 0.25M 20min
HelaB-Sorbitol 0.25M 15min
HelaB-Sorbitol 0.25M 10min
HelaB-Sorbitol 0.25M S5min
HelaB-ATO 10uM 720min
HelLaB-ATO 10uM 480min
HelaB-ATO 10pM 240min
HelaB-ATO 10uM 120min
HelaB-ATO 10uM 60min
Hel aB-ATO 10uM 45min
HelaB-ATO 10uM 30min
HelaB-ATO 10uM 15min
HelaB-ATO 10uM 10min
HelaB-ATO 10uM 5min
HelaB-ATO 1uM 720min
HelaB-ATO 1 M 480min
HelaB-ATO 1 uM 240min
HelaB-ATO 1M 120min
HelaB-ATO 1 uM 80min
HelaB-ATO 1uM 45min
HelaB-ATO 1 uM 30min
HelaB-ATO 1uM 15min
HelaB-ATO 1M 10min
HelLaB-ATO 1 uM Smin
HelaB-untreated 720min
HelaB-untreated 240min
HelaB-untreated 60min
HeLaB-untreated Omin

nach Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol

Die y-Achse reprasentiert phosphorylierte SAPK /JNK. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen der

unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten HeLa B Zellen aufgetragen. Die gelb

markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen hatten eine finale

Proteinkonzentration von genau 2 mg/ml.
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1-99 - SAPK/JNK (phospho-Thr183,Tyr185)
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Abbildung 3.14.3 b): Quantifizierung phosphorylierter SAPK/JNK in NB4 Zellen nach
Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol
Die y-Achse reprasentiert phosphorylierte SAPK /JNK. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen der
unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten NB4 Zellen aufgetragen. Die gelb
markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen hatten eine finale
Proteinkonzentration von genau 2 mg/ml.

Da c-Jun in der Phosphorylierungskette unterhalb der SAPKs/JNKs steht und
von ihnen an zwei Serinen phosphoryliert wird, wurde die Phosphorylierung von
c-Jun quantifiziert. Anhand dieser Daten kdnnen Ruckschlusse auf die Aktivitat
der SAPKs/JNKs getroffen werden. Ahnlich wie in Abbildung 3.14.3 a) fiihrt der
osmotische Stress durch 0,25 M Sorbitol in HeLa B Zellen nach 20 min, sowie
nach 60 und 120 min zu einer Akkumulation von phosphoryliertem c-Jun. Die
Konzentration von 1 M Sorbitol fuhrt nach 5 min ebenfalls zu einem geringen
Anstieg und nach 45 min sowie 120 min zu einer starkeren Akkumulation von
phosphoryliertem c-Jun in den HelLa B Zellen (Abb.: 3.14.4 a). Die
Phosphorylierung der SAP/JN-Kinasen ist nach 1 M Sorbitol etwas schwacher
(Abb.: 3.14.3 a)).

In NB4 Zellen fuhrt eine Konzentration von 10 yM ATO nach 240 min zu einem
Anstieg von phosphoryliertem c-Jun. Dieses Ergebnis korreliert nicht mit der
Phosphorylierung der SAPKs / JNKs. Die Daten mit 0,25 M Sorbitol zeigen aber
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ahnlich wie die Quantifizierung der Phosphorylierung der SAPKs /JNKs in NB4
Zellen einen Anstieg von phosphorylirtem c-Jun nach 5 und 10 min, der dann
wieder abflacht. Eine Konzentration von 1 M Sorbitol fluhrt zu einer
Akkumulation von phosphoryliertem c-Jun im Zeitraum von 15 bis 120 min
(Abb.: 3.14.4 b).
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Abbildung 3.14.4 a): Quantifizierung von phosphoryliertem c-Jun in HeLa B Zellen
nach Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol

Die y-Achse reprasentiert phosphoryliertes c-Jun. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen der
unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten HeLa B Zellen aufgetragen. Die gelb
markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen hatten eine finale
Proteinkonzentration von genau 2 mg/ml.
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2-55 - c-Jun (phospho-Ser73)
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Abbildung 3.14.4 b): Quantifizierung von phosphoryliertem c-Jun in NB4 Zellen nach
Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol
Die y-Achse reprasentiert phosphoryliertes c-Jun. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen der
unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten NB4 Zellen aufgetragen. Die gelb
markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen hatten eine finale
Proteinkonzentration von genau 2 mg/ml.

p53 ist ein 53 kDa groRes Protein, das durch Phosphorylierung aktiviert wird
und als Tumorsuppressor fungiert. Es reguliert als Transkriptionsfaktor u.a.
nach DNA-Schadigung die Expression von Genen, die an der Kontrolle des
Zellzyklus und der Induktion der Apoptose beteiligt sind.

In Abbildung 3.14.5 a) sieht man das Ergebnis der Quantifizierung von
phosphoryliertem p53 in HeLa B Zellen. In diesen ist bei 1 M Sorbitolstress
nach 45 min verstarkt phosphoryliertes p53 nachweisbar (Abb. 3.14.5 a).

INNB4 Zellen wird insgesamt weniger aktiviertes p53 nachgewiesen und dort
zeigen die Mikroarraydaten einen leichten Anstieg von phosphoryliertem p53
nach ATO-Stress, jedoch nicht nach Sorbitolstress (Abb. 3.14.5 b).



73

3 Ergebnisse

g01 - p53 (phospho-Thr81)_1

0,040

i

0,035 1

0,030 1

il l

Quantifizierung von p53 in HeLa B Zellen nach Stressinduktion

'I

i

|

—— ——

.

P

—e

———

— T

—

— |

—_ |

v|I.

_

——

—

-||

| — |

— -

——

r—

— ——
s 8§ 5 8 8 8
8 g 3 3 8 8
o o o o o o

HelaB-Sorbitol 1M 240min
HelaB-Sorbitol 1M 120min
HelaB-Sorbitol 1M 60min
HelaB-Sorbitol 1M 45min
HelaB-Sorbitol 1M 30min
HelaB-Sorbitol 1M 20min
HelaB-Sorbitol 1M 15min
HelaB-Sorbitol 1M 10min
HelaB-Sorbitol 1M 5min
HelaB-Sorbitol 0.25M 720min
HelaB-Sorbitol 0.25M 480min
HelaB-Sorbitol 0.25M 240min
HelaB-Sorbitol 0.25M 120min
HelaB-Sorbitol 0.25M 60min
HelaB-Sorbitol 0.25M 45min
HelaB-Sorbitol 0.25M 30min
HelaB-Sorbitol 0.25M 20min
HelaB-Sorbitol 0.25M 15min
HelaB-Sorbitol 0.25M 10min
HelaB-Sorbitol 0.25M Smin
HelaB-ATO 10uM 720min
HelaB-ATO 10uM 480min
Hel aB-ATO 10uM 240min
HelaB-ATO 10uM 120min
HelaB-ATO 10uM 60min

Hel aB-ATO 10uM 45min

| HelaB-ATO 10uM 30min

HelaB-ATO 10pM 15min
HelaB-ATO 10uM 10min
HelaB-ATO 10uM 5min
HelLaB-ATO 1M 720min
HelaB-ATO 1M 480min
HelaB-ATO 1uM 240min
HelaB-ATO 1M 120min
HelaB-ATO 1 uM 80min
HelaB-ATO 1 uM 45min
HelaB-ATO 1 uM 30min
HelaB-ATO 1uM 15min
HelaB-ATO 1 uM 10min
HelaB-ATO 1 uM Smin
HelaB-untreated 720min
HelaB-untreated 240min
HelaB-untreated 60min
HeLaB-untreated Omin

Abbildung 3.14.5 a):

mit ATO oder Sorbitol

Die y-Achse reprasentiert phosphoryliertes p53. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen der

unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten HeLa B Zellen aufgetragen. Die gelb

markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen hatten eine finale

Proteinkonzentration von genau 2 mg/ml.



3 Ergebnisse 74

g01 - p53 (phospho-Thr81)_1

0,009
0,008
0,007
0,006
0,005
[
0,004 ]
0,003
0,002

0,001

0,000

OS-VAN
——

OSIN ]

T R R E R R R E R R R R R R R R R R R E R R & = =z Z AR AR R R RERERRE
PP T O ITIPEPTOITTIEITTOOITIIDETETIEER >» = ® Lo~~~ - - - - - -
2 2gddddddcdddddddddddaddds 333g200c0d330
3 RS e e S Al e Fa ey R Y S A I - e
2 EEEEEE §855585s SEEBESSS
SaNNrECRABER S 2222229 gEepepd SR RBRY
S ERENISYRISRER EBEReNE SE38SRaE
3399522223985 198885 ¢= S2XYEISS
K23 SISO ERERESEERESRE 33330 SERRSRE S
E ¥ 5555 355588 8%3 355355 i
433—-5 5 =]

Abbildung 3.14.5b):  Quantifizierung von p53 in NB4 Zellen nach Stressinduktion mit
ATO oder Sorbitol

Die y-Achse reprasentiert phosphoryliertes p53. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen der
unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten NB4 Zellen aufgetragen. Die gelb
markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen hatten eine finale
Proteinkonzentration von genau 2 mg/ml.

In HeLa B Zellen fuhrt eine Stressinduktion mit Sorbitol bereits nach 5 min (bei
0,25 M und 1 M gleichermallen) zu einem Anstieg der MEK1/2-Aktivitat, die
jedoch transient ist (Abb. 3.14.6 a). In NB4 Zellen fuhrt 1 M Sorbitol erst nach
60 min zu einem signifikanten Anstieg von MEK1/2, der bei langerer
Stressinduktion wieder abnimmt (Abb. 3.14.6 b).
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Abbildung 3.14.6 a):
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HelaB-Sorbitol 1M 240min
HelaB-Sorbitol 1M 120min
HelaB-Sorbitol 1M 60min
HelaB-Sorbitol 1M 45min
HelaB-Sorbitol 1M 30min
HelaB-Sorbitol 1M 20min
HelaB-Sorbitol 1M 15min
HelaB-Sorbitol 1M 10min
HelaB-Sorbitol 1M 5min
HelaB-Sorbitol 0.25M 720min
HelaB-Sorbitol 0.25M 480min
HelaB-Sorbitol 0.25M 240min
HelaB-Sorbitol 0.25M 120min
HelaB-Sorbitol 0.25M &0min
HelaB-Sorbitol 0.25M 45min
HelaB-Sorbitol 0.25M 30min

HelaB-Sorbitol 0.25M 20min

HelaB-Sorbitol 0.25M 15min
HelaB-Sorbitol 0.25M 10min
HelaB-Sorbitol 0.25M S5min
HelaB-ATO 10uM 720min
HelaB-ATO 10uM 480min
HelaB-ATO 10uM 240min
HelaB-ATO 10uM 120min
HelaB-ATO 10uM 60min
Hel aB-ATO 10uM 45min
HelaB-ATO 10uM 30min
HelaB-ATO 10pM 15min
HelaB-ATO 10uM 10min
HelaB-ATO 10uM Smin
HelaB-ATO 1uM 720min
HelaB-ATO 1M 480min
HelaB-ATO 1 uM 240min
HelaB-ATO 1M 120min
HelaB-ATO 1 uM 80min
HelaB-ATO 1uM 45min
HelaB-ATO 1 uM 30min
HelaB-ATO 1uM 15min
HelaB-ATO 1 uM 10min
HelLaB-ATO 1 uM Smin
HelaB-untreated 720min
HelaB-untreated 240min
HelaB-untreated 60min
HelaB-untreated Omin

Quantifizierung der phosphorylierten MEK1/2 in HeLa B Zellen

nach Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol

Die y-Achse reprasentiert phosphorylierte MEK1/2. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen der

unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten HeLa B Zellen aufgetragen. Die gelb

markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen hatten eine finale

Proteinkonzentration von genau 2 mg/ml.
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Abbildung 3.14.6 b): Quantifizierung der phosphorylierten MEK1/2 in NB4 Zellen nach
Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol
Die y-Achse reprasentiert phosphorylierte MEK1/2. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen der
unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten NB4 Zellen aufgetragen. Die gelb
markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen hatten eine finale
Proteinkonzentration von genau 2 mg/ml.

Eine Stressinduktion der HelLaB- oder NB4-Zellen mit ATO fuhrt nicht zur
Aktivierung der beiden Kinasen ERK1 und ERK2. Werden die Zellen jedoch mit
Sorbitol (0,25 M und 1 M) gestresst, so werden Erk 1/2 bereits nach 5 min
aktiviert, die Aktivierung sinkt aber nach 10 min wieder auf das Ausgangsniveau
ab (Abb. 3.14.7 a). In NB4 Zellen fuhrt erst die Konzentration von 1 M Sorbitol
nach 60 min zu einer signifikanten Erhdhung der Kinaseaktivitat von Erk 1/2
(Abb. 3.14.7 b). Dieses Ergebnis korreliert mit dem Ergebnis in Abb. 3.14.6.
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1-82 - p44/42 MAPK (Erk1/2) (phospho-Thr202/Thr185,Tyr204
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HelaB-Sorbitol 1M 240min
HelaB-Sorbitol 1M 120min
HelaB-Sorbitol 1M 60min
HelaB-Sorbitol IM 45min
HelaB-Sorbitol 1M 30min
HelaB-Sorbitol 1M 20min
HelaB-Sorbitol 1M 15min
HelaB-Sorbitol 1M 10min
HelaB-Sorbitol 1M 5min
HelaB-Sorbitol 0.25M 720min
HelaB-Sorbitol 0.25M 480min
HelaB-Sorbitol 0.25M 240min
HelaB-Sorbitol 0.25M 120min
HelaB-Sorbitol 0.25M &0min
HelaB-Sorbitol 0.25M 45min
HelaB-Sorbitol 0.25M 30min
HelaB-Sorbitol 0.25M 20min

HelaB-Sorbitol 0.25M 15min
HelaB-Sorbitol 0.25M 10min
HelaB-Sorbitol 0.25M 5min
HelaB-ATO 10uM 720min
HelaB-ATO 10uM 480min
HelaB-ATO 10uM 240min
Hel aB-ATO 10uM 120min
HelaB-ATO 10uM 60min
HelaB-ATO 10pM 45min
HelaB-ATO 10uM 30min
HelaB-ATO 10uM 15min
HelaB-ATO 10uM 10min
HelaB-ATO 10pM Smin
HelaB-ATO 1 uM 720min
HelaB-ATO 1 M 480min
HelaB-ATO 1 uM 240min
HelaB-ATO 1M 120min
HelaB-ATO 1 uM 80min
HelaB-ATO 1uM 45min
HelaB-ATO 1M 30min
HelaB-ATO 1uM 15min
HelaB-ATO 1M 10min
HelaB-ATO 1 uM 5min
HelaB-untreated 720min
HelaB-untreated 240min
HelaB-untreated 60min

Hel aB-untreated Omin

Quantifizierung phosphorylierter p44/42 MAPK (ERK1/2) in HelLa

Abbildung 3.14.7 a):

B Zellen nach Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol

Die y-Achse reprasentiert phosphorylierte p44/42 MAPK (ERK1/2). Auf der x-Achse sind die

Zeitreihen der unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten HelLa B Zellen
aufgetragen. Die gelb markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen

hatten eine finale Proteinkonzentration von genau 2 mg/ml.
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1-82 - p44/42 MAPK (Erk1/2) (phospho-Thr202/Thr185,Tyr204
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Abbildung 3.14.7 b): Quantifizierung phosphorylierter p44/42 MAPK (ERK1/2) in NB4
Zellen nach Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol

Die y-Achse reprasentiert phosphorylierte p44/42 MAPK (ERK1/2). Auf der x-Achse sind die
Zeitreihen der unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten NB4 Zellen
aufgetragen. Die gelb markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen
hatten eine finale Proteinkonzentration von genau 2 mg/mi.

Eine Aktivierung von RSK2 ist nach ATO-Stressinduktion weder in HelLa B-
noch in NB4-Zellen erkennbar. 0,25 M sowie 1 M Sorbitol fuhren in HelLa B
Zellen zu einer leichten Aktivierung von RSK2 nach 5 min (Abb.: 3.14.8 a). In
NB4 Zellen fuhrt 0,25 M Sorbitol nach 10 min und 1 M nach 120 min zu einer
wiederum leichten Aktivierung von RSK2 (Abb.: 3.14.8 b).
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HelaB-Sorbitol 1M 240min
HelaB-Sorbitol 1M 120min
HelaB-Sorbitol 1M 60min
HelaB-Sorbitol 1M 45min
HelaB-Sorbitol 1M 30min
HelaB-Sorbitol 1M 20min
HelaB-Sorbitol 1M 15min
HelaB-Sorbitol 1M 10min
HelaB-Sorbitol 1M 5min
HelaB-Sorbitol 0.25M 720min
HelaB-Sorbitol 0.25M 480min
HelaB-Sorbitol 0.25M 240min
HelaB-Sorbitol 0.25M 120min
HelaB-Sorbitol 0.25M 60min
HelaB-Sorbitol 0.25M 45min
HelaB-Sorbitol 0.25M 30min
HelaB-Sorbitol 0.25M 20min
HelaB-Sorbitol 0.25M 15min
HelaB-Sorbitol 0.25M 10min
HelaB-Sorbitol 0.25M S5min
HelaB-ATO 10uM 720min
HelaB-ATO 10uM 480min
HelaB-ATO 10uM 240min
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Quantifizierung von phosphoryliertem RSK2 in HeLa B Zellen

Abbildung 3.14.8 a):

nach Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol

Die y-Achse reprasentiert phosphoryliertes RSK2. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen der

unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten HeLa B Zellen aufgetragen. Die gelb

markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen hatten eine finale

Proteinkonzentration von genau 2 mg/ml.
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2-88 - RSK2 (phospho-Ser227)
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Abbildung 3.14.8 b): Quantifizierung von phosphoryliertem RSK2 in NB4 Zellen nach
Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol
Die y-Achse reprasentiert phosphoryliertes RSK2. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen der
unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten HeLa B Zellen aufgetragen. Die gelb
markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen hatten eine finale
Proteinkonzentration von genau 2 mg/ml.

Die Abbildung 3.14.9 a) zeigt in unbehandelten, aber auch in ATO gestressten
HeLa B Zellen eine gleichbleibende Aktivitat von p38 MAPK (p38-
mitogenaktivierte Proteinkinase). Nach Stressinduktion mit 1M Sorbitol ist nach
5 min eine leichte Akkumulation der phosphorylierten p38 MAPK zu
beobachten.

In NB4 Zellen fuhrt Sorbitol bereits in geringer Konzentration (0,25 M) und nach
kUrzester Zeit (5 min) zu einer Akkumulation der aktivierten Kinase, die jedoch
im weiteren Verlauf wieder abnimmt und nach 240 min das Ausgangsniveau
erreicht. Die Stressinduktion mit 1 M Sorbitol fuhrt ebenfalls nach 5 min zu
einem ahnlichen, aber langsamer abfallenden Aktivierung von p38. ATO hat
keinen Einfluss auf die Aktivierung von p38 MAPK (Abb. 3.14.9 b).
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Quantifizierung phosphorylierter p38 MAPK in HeLa B Zellen

Abbildung 3.14.9 a):

nach Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol

Die y-Achse reprasentiert phosphorylierte p38 MAPK. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen der

unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten HeLa B Zellen aufgetragen. Die gelb

markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen hatten eine finale

Proteinkonzentration von genau 2 mg/ml.
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Quantifizierung phosphorylierter p38 MAPK in NB4 Zellen nach

Abbildung 3.14.9 b):

Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol

Die y-Achse reprasentiert phosphorylierte p38 MAPK. Auf der x-Achse sind die Zeitreihen der

unbehandelten und der mit ATO oder Sorbitol gestressten NB4 Zellen aufgetragen. Die gelb
markierten Proben enthielten weniger als 2 mg/ml Protein. Alle anderen hatten eine finale

Proteinkonzentration von genau 2 mg/ml.
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit bestand zunachst darin eine SUMO-abhangige
Ubiquitinligase (SUMO-Targeted Ubiquitin Ligases (STUbL)) zu finden, die PML
fur den Abbau Uber das 26S-Proteasom kennzeichnet. Die Ubiquitinligase
RNF4 bietet sich als Kandidat dafir an, da sie unter anderem in PML-
Kernkorpern lokalisiert ist und dort hauptsachlich mit PML 1l Gber ihr RING-
Motiv interagiert (Hakli et al., 2004). Aul3erdem bindet RNF4, genau wie die
Heterodimere Hex3/SIx8 (Saccharomyces cerevisiae) und Rfp/SIx8
(Schizosaccharomyces pombe) nichtkovalent Uber SIMs an SUMO-Konjugate
(Perry et al., 2008). Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass RNF4 die
Defekte der rfp1rfp2-, sIx8-, und rfp1rfp2sIx8-Mutationen in
Schizosaccharomyces pombe (Xie et al, 2007; Prudden et al., 2007) sowie die
hex3- und sIx8- Mutationen in Saccharomyces cerevisiae komplementiert und
der Akkumulation hochmolekularer SUMO-Konjugaten entgegen wirkt (Uzunova
et al., 2007).

Da die Stressinduktion mit ATO in humanen Fibroblasten (HS27 Zellen) (Abb.:
3.1), in HeLa B Zellen (Abb.: 3.12) sowie in der stabilen SUMO2-Zelllinie (Abb.:
3.3) zu einer Akkumulation von Ubiquitinkonjugaten fuhrte und RNF4 durch
seine SIMs in der Lage ist SUMO-Konjugate zu erkennen und an diese zu
binden, sollte die stabil exprimierende SUMO2-Zelllinie dazu dienen die SUMO-
abhangige Ubiquitinierung unter anderem von PML durch RNF4 nachzuweisen.
Aulerdem konnten bereits vorangegangene Studien zeigen, dass PML in
humanen Zellen SUMO-abhangig abgebaut wird. Eine Behandlung der Zellen
mit ATO fuhrt vorzugsweise zur SUMO2/3-Modifizierung von PML (Saitoh et al.,
2000; Uzunova et al., 2007; Muller et al., 1998; Lallemand-Breitenbach et al.,
2001). Zusatzlich zu den stabilen SUMO-Zelllinien (SUMO1-, SUMO2-,
SUMOS3- und deren Kontrollzelllinie Empty-Zelllinie; Weisshaar et al., 2008)
wurden im Rahmen dieser Arbeit die stabilen SUMO2/K11R- und
SUMO3/K11R-Zelllinien hergestellt (Abb.: 3.2), die ahnlich wie die SUMO1-
Zelllinie nicht mehr in der Lage sind SUMO-Ketten am Substrat auszubilden. Mit
Hilfe dieser Zelllinien sollte die subnukleare Lokalisation von RNF4 aufgeklart
werden. Daruber hinaus sollte gezeigt werden, ob RNF4 multiSUMOylierte oder
polySUMOylierte Substrate wie PML bindet und abbaut.
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Zur weiteren Charakterisierung von RNF4 wurden unterschiedliche SIM-
Mutanten hergestellt. Diese sollten den Mechanismus der Substraterkennung
von RNF4 aufklaren, insbesondere ob mehr als nur ein SIM dafur notwendig ist.
Weil die ATO-Stressinduktion zu Unterschieden im STUbL-Signalweg fuhrt,
wurden im Rahmen dieser Arbeit die verschiedenen Zelllinien weiteren
Stressfaktoren, wie Sorbitol und H;O, ausgesetzt. Dabei galt es
herauszufinden, ob diese ebenfalls zu Veranderungen im
SUMOylierungssystem fuhren und ob sie einen Einfluss auf endogenes PML
oder die Morphologie von PML-Kernkorpern haben. Bekannt ist bereits, dass
osmotischer Stress zu einer CK2 abhangigen Phosphorylierung von PML und
schliel3lich zu dessen Abbau fuhrt (Scaglioni et al., 2006). In dieser Arbeit
offenbarten sich allerdings deutliche Unterschiede zwischen der Stressinduktion
mit ATO und Sorbitol. Um die mdglichen Ursachen dieser Unterschiede zu
identifizieren, wurde die Aktivitat mehrerer zellularer Signalkaskaden mit Hilfe
von Proteinmikroarrays in Zusammenarbeit mit Zeptosens quantitativ

untersucht.

4.1 Einfluss von Arsentrioxid auf Proteinubiquitinierung

Um 2zu Kklaren, ob und wann ATO zu einer Akkumulation von
Ubiquitinkonjugaten fuhrt, wurde eine Zeitreihe der Stressinduktion mit ATO in
primaren HS27 Zellen durchgefuhrt (Abb.: 3.1). Nach 3 h nimmt die
Akkumulation von Ubiquitinkonjugaten zu. Dies zeigt, eine Stressinduktion
durch ATO in primaren Fibroblasten fuhrt zu einer allgemeinen Aktivierung von
Ubiquitinierungsprozessen und voraussichtlich auch zum weiteren Abbau Uber
das 26S-Proteasom. Um den Proteinabbau nachweisen zu kdnnen, muss man
aber zusatzlich das Proteasom mit Hilfe von beispielsweise MG132 inhibieren,
da die Ubiquitinierung von Proteinen nicht zwangslaufig zu deren Abbau fuhrt
(Windheim et al., 2008 Haglund et al.,2003; Ulrich et al., 2005; Acconcia et al.,
2009; Thompson und Hinz, 2009). Daher wurde in den folgenden Experimenten
der Einfluss von Stressfaktoren wie ATO oder Sorbitol mit gleichzeitiger

Proteasominhibition untersucht.
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4.2 Charakterisierung stabiler SUMO-Zelllinien

Um ein geeignetes System fur die Analyse von SUMO-abhangigen Prozessen
in humanen Zellen zu etablieren, wurden im Rahmen dieser Arbeit stabile
SUMO-Zelllinien hergestellt. Zusatzlich zu den bereits etablierten stabilen
SUMO-Zelllinien (SUMO1-, SUMO2-, SUMO3- und Empty-Zelllinien) wurden
SUMOK11R-Zelllinien (SUMO2K11R- und SUMO3K11R-Zelllinien) hergestellt,
die ahnlich wie die SUMO1-Zelllinie aufgrund eines fehlenden Lysins11 nicht in
der Lage sind SUMO-Ketten am Substrat auszubilden. Mit Hilfe dieser Zelllinien
kann unter anderem gezeigt werden, ob eine MultiSUOMOylierung oder
PolySUMOylierung von SUMO2 bzw. SUMO3 zum Abbau von beispielsweise
PML Uber den STUbL-Signalweg mit RNF4 fuhrt (siehe Abb.: 3.4 a) und b)).

Das in Abbildung 3.2 zusammengefasste Experiment zeigt die positiv
getesteten Klone die die entsprechende SUMOK11R-Isoformen nach Induktion
mit Doxycyclin stabil exprimieren. In diesen Lysaten sind sowohl freies SUMO,

als auch hochmolekulare SUMO-Konjugate nachweisbar.

4.3 Fiir den Abbau von transfiziertem PML ist eine SUMO2-

Uberexpression notwendig aber nicht ausreichend

In unbehandelten SUMO2-Zellen ist FLAG-PML zusatzlich zur Bande bei 70
kDa als eine weitere Bande bei ca. 100 kDa und als eine sehr schwache
Doppelbande zwischen 130 und 170 kDa nachweisbar (Abb.: 3.3 A). Die
Stressinduktion durch ATO fuhrte im Gegensatz zu den anderen Stressfaktoren
(H202 oder Sorbitol) in der stabilen SUMOZ2-Zelllinie zu einer verstarkten
Modifizierung von Uberexprimiertem PML zwischen 130 und 170 kDa,
vermutlich durch SUMO2 (Doppelbande zwischen 130 und 170 kDa). Nach der
Westernblotanalyse mit FLAG-PML hatte die Inhibition des Proteasoms keinen
Effekt auf Gberexprimiertes PML nach ATO- oder Sorbitol- Stress. Lediglich die
Behandlung der Zellen mit 0,3 M HyO, flhrte nach 3 h zu einer schwachen
Stabilisierung der Doppelbande zwischen 130 und 170 kDa, die durch MG132
verstarkt werden konnte (Abb.: 3.3 A). Die Abbildung 3.3 B zeigt dagegen eine
Akkumulation von Ubiquitinkonjugaten nach ATO-Stress und gleichzeitiger

Proteasominhibition. Dabei fallt auf, dass auch hier die Doppelbande zwischen
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130 und 170 kDa stabilisiert werden konnte. Uberexprimierte PML-Konjugate
zwischen 130 und 170 kDa sind also vermutlich nicht nur SUMO2-modifiziert,
sondern auch ubiquitiniert. Dies ist ein Hinweis darauf, dass nach ATO-
Stressinduktion in der stabilen SUMOZ2-Zelllinie Uberexprimiertes FLAG-PML
verstarkt mit SUMO2 modifiziert wird. Die SUMO2-Modifikation fuhrt dann zur
Ubiquitinierung der SUMO-Konjugaten und aufgrund des Effektes der
Proteasominhibition mit MG132 schliel3lich zu deren Abbau uber das 26S-
Proteasom (Weisshaar et al., 2008; Uzunova et al., 2007).

Mit Hilfe der stabilen SUMO1- und SUMO2K11R-Zelllinien sollte ebenfalls die
Wirkung von ATO auf die Modifikation von transfiziertem PML untersucht
werden (Abb.: 3.4 a) und 3.4 b)). Die Westernblotanalysen gegen FLAG-PML in
den Abbildungen 3.4 a) und 3.4 b) zeigten ausschlielllich in der stabilen
SUMO2-Zelllinie eine Akkumulation von Uberexprimiertem PML Uber 72 kDa.
Sowohl in der Empty-Kontrollzelllinie als auch in der SUMO1- und in der
SUMO2K11R-Zelllinie war FLAG-PML oberhalb der charakteristischen Bande
bei 72 kDa kaum nachweisbar. PML wird demnach vermutlich verstarkt mit
SUMO2 posttranslational modifiziert. Zudem zeigte das Experiment 3.4 a)
ahnlich wie die Abbildung 3.3 eine noch starkere Modifikation von FLAG-PML
nach ATO-Stressinduktion, vor allem zwischen 130 und 170 kDa, die
unabhangig von der Inhibition des Proteasoms durch MG132 ist. Demnach fuhrt
die Modifikation von PML mit SUMOZ2 noch nicht zu dessen Abbau.

Aus diesem Grund wurden weitere Zellexperimente durchgefuhrt. Es sollte
untersucht werden, ob die humane Ubiquitinligase RNF4 einen Effekt auf die
Stabilitdt von PML unter ATO-Stress in der stabilen SUMO2-Zelllinie hat.

4.4 RNF4 und UbcH5b sind gemeinsam am Abbau von
uberexprimiertem PML beteiligt

Aufgrund der Tatsache, dass die ATO-Stressinduktion in der SUMO2-Zelllinie
eine verstarkte Modifikation von transfiziertem PML zwischen 130 und 170 kDa
hervorruft, bei der es sich vermutlich um SUMOZ2/3 modifiziertes PML handelt
(Abb.: 3.3), sollte schlielBlich gezeigt werden dass die humane Ubiquitinligase
RNF4 den Abbau von uberexprimiertem PML initiert. Demnach wurden
Experimente durchgefuhrt, in denen die SUMO2-Zelllinie sowohl mit FLAG-PML
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als auch mit Myc-RNF4 kotransfiziert wurde. Anschlielend wurden die Zellen
mit ATO gestresst und das Proteasom mit MG132 inhibiert (Daten nicht
gezeigt). Eine Veranderung oder gar ein Abbau von Uberexprimiertem PML
konnte nicht nachgewiesen werden.

SchlieRlich wurde ein Experiment durchgefuhrt, in dem die stabile SUMO2-
Zelllinie  zusatzlich zu  FLAG-PML und Myc-RNF4 mit dem
ubiquitinkonjugierenden Enzym UbcHSb kotransfiziert wurde. Mit dem Ergebnis,
dass UbcH5b gemeinsam mit RNF4 in der Lage ist Uberexprimiertes PML
vollstandig abzubauen. Das bedeutet unter Bedingungen einer SUMO2- und
PML-Uberexpression ist RNF4 limitierend. Durch die zusatzliche RNF4-
Uberexpression wird dann UbcH5b limitierend. Erst die Koexpression von
UbcH5b und RNF4 fuhren schlieBlich zum vollstandigen Abbau von wiederum
uberexprimiertem PML in der SUMO2-Zelllinie, der nicht durch die Inhibition des
Proteasoms verhindert werden kann. Eine Uberexpression von RNF4 bewirkt
ohne UbcHS5b nur einen leichten Abbau von FLAG-PML vor allem um 130 kDa.

Die Stressinduktion durch ATO hatte in diesem Uberexprimierenden System
kaum Auswirkungen auf den Abbau von PML. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass endogenes PML sowie PML-Kernkorper durch eine ATO-
Stressinduktion und RNF4-Uberexpression abgebaut werden (Abb.: 3.6; 3.10;
3.3.11) (Weisshaar et al., 2008; Lallemand-Breitenbach et al., 2008; Tatham et
al., 2008; Maroui et al., 2012). Also folgten Immunfluoreszenzversuche, die den
Einfluss von ATO und RNF4 auf die Morphologie von PML-Kernkorpern

verdeutlichen sollten.

4.5 RNF4 fiihrt gemeinsam mit ATO zum Zerfall von PML-Kernkorpern

Da RNF4 den Abbau von uberexprimiertem PML in der SUMO2-Zelllinie
vermittelt, sollte nun untersucht werden ob dieser Abbau von PML
Auswirkungen auf die Morphologie von PML-Kernkorpern hat (Abb.: 3.6). Das
Ergebnis war eindeutig. Nach der Uberexpression von SUMO2 sowie PML und
RNF4 blieben PML-Kernkorper weiterhin nachweisbar. Ein vollstandiger Zerfall
von PML-Kernkorpern in vivo konnte erst nach zusatzlicher Stressinduktion
durch ATO gezeigt werden. Dieser Effekt wurde nicht erzielt wenn zusatzlich

zum ATO-Stress das Proteasom inhibiert wurde (Abb.: 3.6). Demnach fuhren
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ATO und RNF4 gemeinsam zum Zerfall von PML-Kernkdrpern. Da die Inhibition
des Proteasoms diesen Effekt verhindert, beruht der Zerfall der PML-
Kernkorper auf dem Abbau von FLAG-PML zwischen 130 und 170 kDa durch
das 26S-Proteasom (Doppelbande zwischen 130 und 170 kDa; Abb.: 3.3; 3.4;
3.5). ATO fuhrt demnach zunachst zur verstarkten SUMO2/3-Modifikation von
FLAG-PML zwischen 130 und 170 kDa. PolySUMOyliertes FLAG-PML wird
dann von RNF4 erkannt, ubiquitiniert und schliel3lich Gber das 26S-Proteasom
abgebaut (Weisshaar et al., 2008; Tatham et al., 2008; Lallemand-Breitenbach
et al., 2008).

In Abbildung 3.5 war RNF4 ohne UbcH5b nicht in der Lage Uberexprimiertes
PML vollstéandig abzubauen. Nach der alleinigen Transfektion von RNF4 konnte
jedoch ein leichter Rickgang von Uberexprimiertem PML vor allem um 130 kDa
beobachtet werden. Ein ahnliches Bandenmuster ist in den ATO gestressten
Zellen und gleichzeitiger RNF4-Uberexpression erkennbar. Diese Beobachtung
verifiziert die Vermutung, dass FLAG-PML zwischen 130 und 170 kDa SUMO2

modifiziertes PML reprasentiert, das von RNF4 erkannt und ubiquitiniert wird.

4.6 RNF4 benoétigt seine zwei essentiellen SIMs (SIM2 und SIM4) um

endogenes PML abzubauen

Zur weiteren Charakterisierung von RNF4 wurde der Einfluss der
Uberexpression von RNF4-SIM-Mutanten auf die Morphologie von PML-
Kernkorpern in HeLa B Zellen untersucht. Diese sollten den Mechanismus der
Substraterkennung von RNF4 klaren, insbesondere welche seiner vier
potentiellen SIMs notwendig sind um ein Substrat wie PML zu binden und
abzubauen. Demnach wurden vier unterschiedliche SIM-Einzelmutanten (SIM1-
, SIM2-, SIM3-, SIM4-Mutanten) und eine SIM-Doppelmutante (SIM 2/3-
Mutante) von RNF4 in HeLa B Zellen Uberexprimiert. Wurden der RNF4-WT
oder die RNF4-SIM1- bzw. die -SIM3-Mutante Uberexprimiert, so waren kaum
noch PML-Kernkdrper nachweisbar. Mutiert man aber SIM2, SIM2/3 oder SIM4,
so lielen sich noch viele endogene PML-Kernkorper nachweisen. Demnach
sind SIM2 und SIM4 essentiell fur die Interaktion von RNF4 mit PML. Die SIM2-
, SIM2/3 und SIM4-Mutanten sind nicht mehr in der Lage PML-Kernkorper zu

spalten oder abzubauen (Abb.: 3.7). Im Gegensatz zum vorherigen Experiment
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wurde hier der Zerfall endogener PML-Kernkorper in HeLa B Zellen untersucht.
Daher war es mdglich auch ohne zusatzliche Stressinduktion mit ATO den
Zerfall der PML-Kernkdrper zu beobachten.

Dieses Experiment zeigte, dass SIM2 und SIM4 die beiden essentiellen SIMs in
RNF4 sind. Es gibt aber bereits in vitro Interaktionsstudien die belegen, dass
die beiden SIMs, SIM2 und SIM3 essentiell fur die Interaktion von RNF4 mit
SUMO sind. Diese beiden SIMs in RNF4 sind notwendig fur die Bindung einer
SUMO-Kette mit zwei SUMOs (DI-SUMO). SIM4 erkennt dagegen langere
Ketten von mindestens vier SUMOs (Keusekotten et al., noch nicht
veroffentlicht). In der lebenden Zelle ist der Mechanismus von RNF4 vielleicht
vielseitiger, weswegen sich die Daten eventuell unterscheiden. Eine
Stressinduktion mit beispielsweise ATO fuhrt zu einer Akkumulation von
SUMO2-modifiziertem PML. Danach kann PML mit langen und kurzen SUMO-
Ketten modifiziert sein und deswegen bindet RNF4 vielleicht einmal Uber seine
beiden SIMs, SIM2 und SIM3, und ein anderes Mal uber SIM2 und SIM4 ans
SUMOylierte Substrat. Daruber hinaus ist bekannt, dass eine RNF4-RING-
Dimerisierung fur dessen Funktion notwendig ist (Liew et al., 2010;
Plechanovova et al., 2011). Es kann sein, dass die Homodimerisierung von
RNF4 ebenfalls Auswirkungen auf die Interaktion seiner SIMs mit
unterschiedlich polySUMO-Ketten hat.

4.7 ATO induziert im Gegensatz zu Sorbitol den Abbau von
endogenem PML und schlieBlich den Zerfall von PML-Kernkoérpern

Da ATO zur SUMOZ2-Modifikation von PML fuhrt (Abb.: 3.3 und 3.4) und
gemeinsam mit RNF4 am Abbau von endogenen PML-Kernkdrpern beteiligt ist
(Abb.: 3.6), sollte schlief3lich untersucht werden, ob andere Stressfaktoren wie
osmotischer Stress durch Sorbitol einen ahnlichen Effekt auf die Morphologie
von PML-Kernkorpern hat. In der SUMO2-Zelllinie fuhrt ATO zur Stabilisierung
der Doppelbande von FLAG-PML zwischen 130 und 170 kDa, die nach
Sorbitolstress nicht erkennbar ist (Abb.: 3.3). AulRerdem ist nach osmotischem
Stress, unabhangig von der Inhibition des Proteasoms, keine Stabilisierung von
Ubiquitinkonjugaten zwischen 130 und 170 kDa nachweisbar (Abb.: 3.3). Das
bedeutet, PML wird zwischen 130 und 170 kDa, anders als beim ATO-Stress,
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nach der Stressinduktion mit Sorbitol vermutlich nicht SUMO2-modifiziert und
demnach auch nicht ubiquitiniert und abgebaut.

In unbehandelten HS27 Zellen sind nach der Quantifizierung von PML-
Kernkorpern im Durchschnitt 14 PML-Kernkorper detektierbar. Zellen, die mit 1
M Sorbitol gestresst wurden, beinhalten rund 20 und ATO gestresste Zellen
etwa 12 PML-Kernkorper (Abb.: 3.8.2). AuRerdem sind die PML-Kernkorper in
den osmotisch gestressten Zellen grofder und kolokalisieren hauptsachlich mit
SUMO1. In den ATO gestressten Zellen sind die PML-Kernkorper klein und
kolokalisieren hauptsachlich mit SUMO2 (Abb.: 3.8.1). Auch wenn
Kolokalisationsstudien nichts uber die Modifikation von PML mit SUMO1 oder
SUMO2 aussagen, so scheint der osmotische Stress durch Sorbitol im
Gegensatz zu ATO weder zum Abbau von Uberexprimiertem PML noch von
endogenen PML-Kernkorpern uber den STUbL-Signalweg zu fihren (Abb.: 3.3).
Bekannt ist, dass der osmotische Stress die kostitutiv aktive Casein-Kinase 2
hochreguliert und zur Phosphorylierung und schliellich zur SUMO1-
Modifizierung von Daxx fuhrt (Chang et al.,, 2011). Es ist also moglich, dass
PML nach osmotischem Stress bevorzugt mit SUMO1 modifiziert und
deswegen nicht Uber den STUbL-Signalweg mit RNF4 abgebaut wird. SUMO1
fuhrt zwar zur Assoziation von RNF4 mit PML-Kernkopern, aber wahrscheinlich
nicht zu deren Abbau (Hakli et al., 2004; Tatham et al., 2008; Lallemand-
Breitenbach et al., 2008; Percherancier et al., 2009; Maroui et al., 2012; Matera
et al., 2010).

ATO wund Sorbitol haben unterschiedliche oder sogar gegensatzliche
Auswirkungen auf die Morphologie von PML-Kernkorpern (Abb.: 3.8). Aus
diesem Grund wurde der Einfluss beider Stressfaktoren, ATO und Sorbitol, auf
die Stabilitat und Modifikation von endogenem PML in HS27- und HelLa B-
Zellen analysiert. Die Analyse der Zelllysate beider Zelllinien nach ATO-
Stressinduktion zeigte eindeutig einen Ruckgang der Banden bei 130 KDa und
zwischen 130 und 170 kDa, die wiederum durch die Inhibition des Proteasoms
stabilisiert werden konnten (Abb.: 3.9). Demnach wird auch endogenes PML
ATO-abhangig abgebaut (Lallemand-Breitenbach et al., 2008; Tatham et al.,
2008; Matera et al., 2010).

Eine Stressinduktion mit Sorbitol hat dagegen eine Stabilisierung der Bande bei
130 kDa zufolge. Zwischen 130 und 170 kDa sind keine Banden erkennbar,
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daflr akkumulieren PML-Konjugate im hochmolekularen Bereich weit Gber 170
kDa. Diese Zellen zeigen keinen Effekt auf eine zusatzliche Behandlung mit
MG132. Demnach fuhrt der osmotische Stress durch Sorbitol nicht zum Abbau
von endogenem PML Uber das 26S-Proteasom. Da sich das Bandenmuster von
endogenem PML nach Sorbitolstress von dem der unbehandelten und ATO
gestressten Zelllysaten unterscheidet, scheint PML nach osmotischem Stress
anders modifiziert zu werden (Abb.: 3.8.1; 3.12; 3.13.1; 3.13.2). Es wird
vermutlich weniger SUMO2/3 modifiziert, sondern eher SUMO1 modifiziert.
Durch die Akkumulation der hochmolekularen PML-Konjugaten kénnte PML
auch gemischte SUMO-Ketten tragen (Matic et al., 2008).

Da RNF4 am Abbau von sowohl Uberexprimiertem PML (Abb.: 3.5) als auch
endogenem PML, sowie am Zerfall von PML-Kernkorpern (Abb.: 3.6; 3.7)
beteiligt ist, sollte der Einfluss von RNF4 auf PML in ATO gestressten Zellen,

nun mit dem in Sorbitol gestressten Zellen verglichen werden.

4.8 Einfluss von RNF4 auf endogenes PML unter verschiedenen

Stressbedingungen

Nachdem in Abbildung 3.5, 3.6 und 3.7 bereits gezeigt werden konnte, dass
RNF4 mit Hilfe seiner beiden essentiellen SIMs (SIM2 und SIM4) in der Lage ist
PML abzubauen und PML-Kernkorper zu spalten, sollte nun der Einfluss von
uberexprimiertem RNF4 auf endogenes PML-Protein nach Sorbitolstress mit
ATO verglichen werden (Abb.: 3.10). Erkennbar ist, dass die Uberexpression
von RNF4 bereits ohne Stressinduktion mit ATO zu einem Abbau von
endogenem PML fuhrte (alle Banden werden schwacher) (Weisshaar et al.,
2008; Tatham et al.,2008; Lallemand-Breitenbach et al., 2008). Dieser Effekt
Korreliert mit dem Ergebnis nach der Koexpression von RNF4 und UbcH5b.
Dort fiilhrte die Uberexpression von RNF4 zu einer leichten Abnahme von
FLAG-PML um 130 kDa, auch ohne Mitwirkung von ATO (Abb.: 3.5).

Eine Stressinduktion mit ATO fuhrte wie erwartet zum Verschwinden der
Banden bei 130 und zwischen 130 und 170 kDa, die durch MG132 wieder
stabilisiert werden konnten. Die Uberexpression von RNF4 hatte in diesen
Zellen keinen zusatzlichen Effekt auf endogenes PML. Das bedeutet ATO fuhrt
zwar gemeinsam mit RNF4 zum Zerfall von PML-Kernkorpern (Abb.: 3.6), nicht
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aber zum vollstandigen Abbau von endogenem PML-Protein. Da nicht nur
SUMOyliertes PML, sondern auch RNF4 durch den Einfluss von ATO in PML-
Kernkorper rekrutiert wird (Geoffroy et al., 2010), kann es sein, dass RNF4
nach Stressinduktion mit ATO hauptsachlich mit polySUMOyliertem PML
interagiert und auflerhalb der PML-Kernkorper nicht nachweisbar ist. Ein
Groliteil des PML-Proteins ist namlich nicht in PML-Kernkdrpern, sondern diffus
im Zellkern verteilt (Weidtkamp-Peters et al., 2008).

Der Sorbitolstress fiihrte unabhangig von der RNF4-Uberexpression zur
Akkumulation endogener PML-Konjugaten zwischen 95 und 170 kDa, sowie
hochmolekularer Konjugaten Uber 170 kDa. Demnach flhrt der osmotische
Stress durch Sorbitol unabhangig von der Inhibition des Proteasoms, sowie der
Uberexpression von RNF4 im Gegensatz zu ATO zur Akkumulation von
endogenem PML. Aullerdem lasst die Westernblotanalyse mit HA-RNF4
vermuten, dass Sorbitol zum Abbau von Uberexprimiertem RNF4 fuhrt, der nicht
durch MG132 verhindert werden kann. Das bedeutet, selbst wenn PML nach
osmotischem Stress SUMO2/3 modifiziert wird, so fuhrt RNF4 aufgrund seines
Abbaus nicht zu dessen Ubiquitinierung und folglich auch nicht zu dessen
Abbau.

Analog zu den HS27 Zellen, die mit RNF4 transient transfiziert wurden (Abb.:
3.10), wurden schliel3lich auch HelLa B Zellen mit RNF4 transfiziert. Verglichen
mit den untransfizierten HeLa B Zellen in Abbildung 3.9 andert eine RNF4-
Uberexpression jedoch nicht das charakteristische Bandenmuster von
endogenem PML in unbehandelten sowie in ATO oder Sorbitol gestressten
HelLa B Zellen, mit und ohne Proteasominhibition durch MG132. Nach ATO-
Stress verschwanden die Banden bei 130 und zwischen 130 und 170 kDa, die
wiederum durch MG132 stabilisiert werden konnten (Abb.: 3.11). Folglich hat
RNF4 hier keinen zusatzlichen Effekt auf den Abbau von endogenem PML.
Dennoch fuhrten RNF4 und ATO gemeinsam zum Abbau von PML-Kernkdrpern
(Abb.: 3.6). Allerdings wurden in Abbildung 3.6 SUMOZ2 uberexprimierende
Zellen mit FLAG-PML kotransfiziert. In diesem System scheint endogenes
RNF4 limitierend zu sein und deshalb musste dort zusatzlich zum ATO-Stress
RNF4 Uberexprimiert werden. Bei der Analyse von endogenem PML scheint

endogenes RNF4 nicht limitierend fur dessen Abbau nach ATO-Stress zu sein.
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Der Sorbitolstress fuhrte zur Akkumulation von PML-Konjugaten bei 130 kDa
und im hochmolekularen Bereich weit Uber 170 kDa. Die Inhibition des
Proteasoms durch MG132 hatte in den Sorbitol gestressten Zellen auf
endogenes PML keinen Effekt. Allerdings zeigte das Experiment in Abbildung
3.11 genau wie das Experiment in Abbildung 3.10 einen Abbau von
uberexprimiertem RNF4 nach Behandlung der Zellen mit Sorbitol, der nicht
durch MG132 verhindert werden konnte. Daher kénnen die hochmolekularen
PML-Agglomerate, egal ob sie SUMO2- oder SUMO1-modifiziert sind oder
sogar gemischte Ketten tragen, nicht Uber den STUbL-Signalwerg durch RNF4
abgebaut werden, weil diese selbst abgebaut wird. Um zeigen zu kdnnen, dass
Sorbitolstress verglichen mit ATO vielleicht zu einer Akkumulation von SUMO1-
und weniger von SUMO2-Konjugaten fuhrt, wurden im folgenden Experiment
neben endogenem PML auch SUMO1 und SUMO?2 in den gestressten HelLa B

Zelllysaten analysiert.

49 Analyse der Modifikation von endogenem PML nach

verschiedenen Stressbedingungen

In den Experimenten 3.12 und 3.13.2 wurden HelLa B Zellen, ahnlich wie in den
vorangegangen Experimenten, mit ATO oder Sorbitol gestresst. Neben
endogenem PML wurde endogenes SUMO2, SUMO1 und Ubiquitin analysiert.
Die Westernblotanalyse von endogenem PML zeigte ein Verschwinden der
Bande bei 130 kDa nach ATO-Stress und deren Stabilisierung durch 0,25 M
sowie 1 M Sorbitol (Abb.: 3.12). Auffallig ist vor allem die Akkumulation von
SUMO2-Konjugaten nach ATO-Stress (Abb.: 3.12 und 3.13.2). Dies korreliert
mit den Erkenntnissen aus Abbildung 3.4 a). Dort konnte nur in der stabilen
SUMO2-Zelllinie modifiziertes FLAG-PML vor allem nach der Behandlung der
Zellen mit ATO nachgewiesen werden. Daruber hinaus waren in den ATO
gestressten Zelllysaten mehr Ubiquitinkonjugate als in den Sorbitol gestressten
Zellen nachweisbar (Abb.: 3.12 und 3.13.2). Dies und die Tatsache, dass der
Effekt von ATO durch MG132 beeinflusst wird (Abb.: 3.11, 3.10, 3.9) bestarkt
die Annahme, dass ATO zum proteasomalen Abbau von endogenem PML fuhrt
(Weisshaar et al., 2008; Tatham et al., 2008; Lallemand-Breitenbach et al.,
2008). In Sorbitol gestressten Zellen konnten dagegen SUMO1-Konjugate
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angereichert werden (Abb.: 3.12 und 3.13.2). Diese Erkenntnisse bestarken
schlieBlich die Vermutung aus Abbildung 3.8.1, nach denen ATO nicht nur zur
vollstandigen Kolokalisation von SUMO2 und PML-Kernkorpern, sondern auch
zu dessen Modifikation mit SUMO2 fahrt (Maroui et al., 2012). Sorbitol konnte
dagegen aufgrund der Stabilisierung von SUMO1-Konjugaten (Abb.: 3.12 und
3.13.1) und der Akkumulation von SUMO1 in PML-Kernkdrpern (Abb.: 3.8.1) die
SUMO1-Modifikation von endogenem PML initiieren. Die Modifikation von PML
mit SUMO1 oder mit gemischten SUMO-Ketten konnte schlieBlich zur
Stabilisierung von sowohl PML als auch PML-Kernkoérpern fihren (Matic et al.,
2008; Palvomo et al., 2001).

Um die posttranslationale Modifikation von endogenem PML mit SUMO1 oder
SUMO2 nach den unterschiedlichen Stressinduktionen zu verifizieren, wurde
eine Immunprazipitation (IP) von endogenem PML durchgefuhrt. Das in
Abbildung 3.13.1 zusammengefasste Ergebnis zeigt auch nach der IP ein
Verschwinden von endogenem PML bei 130 kDa durch Stressinduktion mit
ATO. Diese Bande konnte durch MG132 wieder stabilisiert werden. Eine
Stabilisierung von SUMO2 und Ubiquitin modifizierten PML-Konjugaten konnte
mit Hilfe von MG132 sowohl in ungestressten Zellen, als auch verstarkt in ATO
gestressten Zellen nachgewiesen werden. Somit fuhrt ATO zunachst zur
SUMO2-Modifikation von endogenem PML bei 130 kDa. SUMO2 modifiziertes
PML wird dann von einem STUbL wie RNF4 erkannt, ubiquitiniert und
schliel3lich proteasomal abgebaut.

Die Stressinduktion mit Sorbitol zeigt, wie auch schon die vorangegangenen
Experimente mit ungereinigten Zelllysaten (Abb.: 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13.2),
vor allem eine Stabilisierung von endogenem PML bei 130 kDa. Nach der
Stressinduktion mit 1 M Sorbitol werden die hochmolekularen Konjugate Uber
170 kDa anders als nach 0,25 M Sorbitolstress durch die Inhibition des
Proteasoms stabilisiert. Diese hochmolekulare PML-Akkumulation reprasentiert
demnach vermutlich unter anderem SUMOZ2/3 modifiziertes PML. Die im
Vergleich zu den ATO gestressten Zellen geringe, und vor allem von der
Inhibition des Proteasoms unabhangige Ubiquitinierung von PML, ist eine
mogliche Erklarung fur die Stabilisierung von PML bei 130 kDa sein.

Dartber hinaus ist in den osmotisch gestressten Zellen eine leichte

Anreicherung von SUMO1 modifiziertem PML zu erkennen (siehe auch Abb.:
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3.12 und 3.13.2). Demnach wird PML nach osmotischem Stress unter anderem
mit SUMO1 modifiziert. Es ist moglich, dass die stabilisierte PML-Bande bei 130
kDa nach Sorbitolstress SUMO1 modifiziertes PML reprasentiert, da diese
unabhangig von der Inhibition des Proteasoms nach Sorbitolstress stabilisiert
werden konnte. Oder es handelt sich bei der Modifikation von PML nach
Sorbitolstress um gemischte SUMO-Ketten (Matic et al., 2008). Daruber hinaus
akkumulieren nach der PML-IP in den mit 1 M Sorbitol gestressten Zellen,
unabhangig von der Inhibition des Proteasoms SUMO2-Konjugate, die in den
Kontrollzelllysaten (Abb.: 3.13.2) oder in den mit 0,25 M Sorbitol gestressten
Zellen nach der IP nicht nachgewiesen werden kdonnen (Abb.: 3.13.1). Diese
massive Akkumulation von SUMOZ2-Konjugaten nach Sorbitolstress war
demnach nicht zu erwarten. Trotz dieser starken Akkumulation von SUMO2
modifiziertem PML nach 1 M Sorbitolstress, ist in diesen Prazipitaten kein
Abbau von endogenem PML erkennbar. Das bedeutet, selbst wenn PML nach
Sorbitolstress verstarkt SUMO2 modifiziert werden wirde, wirde dies nicht zu
dessen proteasomalen Abbau Uber das 26S-Proteasom fuhren. Die SUMO2-
Ketten kdnnten final mit SUMO1 modifiziert sein, was vielleicht den Abbau von
PML Uber den STUDbI-Signalweg durch RNF4 verhindert. Da die PML-IP aber
unter nativen Bedingungen durchgefuhrt wurde, konnten die SUMO2-Konjugate
zum Teil auch andere SUMOylierte Proteine enthalten, die nicht kovalent an
PML binden.

410 Auswirkung unterschiedlicher Stressfaktoren auf die
Signaltransduktion in HeLa B- und NB4-Zellen

ATO und Sorbitol haben unterschiedliche Auswirkungen auf das
SUMOylierungsmuster von PML. ATO begunstigt die Modifizierung von PML
vor allem durch SUMO2/3 und fuhrt schlieBlich mit Hilfe der humanen
Ubiquitinligase RNF4 zum Abbau von PML und PML-Kernkdrpern (Weisshaar
et al., 2008; Tatham et al., 2008; Lallemand-Breitenbach et al., 2008). Sorbitol
dagegen fuhrt primar zu einer VergroRerung der PML-Kernkorper und zur
Stabilisierung von endogenem PML bei 130 kDa, vermutlich durch SUMO1 oder
gemischte Ketten von SUMO2/3 und SUMO1 (Matic et al., 2008). Aul’erdem ist
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der Effekt von Sorbitol im Gegensatz zum Effekt von ATO unabhangig von der
Inhibition des Proteasoms. Sorbitol fuhrt dariber hinaus zum Abbau von RNF4
(Abb.: 3.10 und 3.11). Dadurch ist die Stabilisierung von PML nicht nur durch
den fehlenden Einfluss von MG132, oder das sich vom ATO-Stress
unterscheidende SUMOylierungsmuster, sondern auch durch den Abbau von
RNF4 begrindet.

Weiterhin ist bekannt, dass der Abbau von PML, aber auch die Anzahl und
GroRe der PML-Kernkorper durch Phosphorylierung kontrolliert wird. PML
besitzt mehr als 30 Phosphorylierungsstellen und kann zum Beispiel in seiner
N-terminalen Prolin-reichen Region, rund um die RBCC-Domane, am Serin 403
direkt neben der Ubiquitinierungsstelle K401 (Hakli et al., 2005; Lallemand-
Breitenbach et al., 2008), neben seinem NLS und neben seinem C-terminalen
SIM phosphoryliert werden (Xiwen Cheng und Hung-Ying Kao, 2012; Schmitz
und Grishina; 2012). Es konnte bereits gezeigt werden, dass osmotischer
Stress zu einer CK2 abhangigen Phosphorylierung von PML und schliel3lich zu
dessen Abbau fuhrt (Scaglioni et al., 2006). Daruber hinaus gibt es Studien die
belegen, dass eine Stressinduktion mit ATO unter anderem zur Aktivierung von
ERK und schlieBlich zur Phosphorylierung von Thr 28, Ser 36, Ser 38 und Ser
40 im PML-Protein fahrt. Anschliel3end wird das phosphorylierte PML-Protein
verstarkt SUMOyliert. Dieser Prozess induziert schlieRlich Apoptose (Hayakawa
und Privalki, 2004). Die Phosphorylierung von PML beinflusst daruber hinaus
die Interaktion von PML mit anderen Proteinen, sowie seine SUMOylierung und
Ubiquitinierung (Wei et al., 2003; Scaglioni et al., 2003; Tagata et al., 2008).
Deshalb wurde untersucht, welche der Phosphorylierung von PML
vorgeschalteten Signalkaskaden durch ATO oder Sorbitol aktiviert werden.
Dafur wurden HS27- sowie NB4-Zellen Uber einen langeren Zeitraum mit ATO

oder Sorbitol behandelt und mittels Proteinmikroarray analysiert.

4.10.1 Quantifizierung der aktivierten Caspase 3 in HeLa B- und NB4-
Zellen nach ATO- oder Sorbitol-Stressinduktion

Da Kinasen durch unterschiedliche Stressfaktoren, darunter auch der
osmotische Stress durch Sorbitol, aktiviert werden und an vielen Prozessen wie

zum Beispiel der Apoptose, der Zelldifferenzierung und der Zellteilung beteiligt



4 Diskussion 97

sind, wurde zunachst die Effektorcaspase 3 quantifiziert. Die Quantifizierung
der Caspase sollte zeigen, ob und wann eine der Stressfaktoren Apoptose
auslost. In HeLa B Zellen konnte die aktivierte Caspase 3 ab einer Stunde nach
Auslosung des osmotischen Stresses mit 0,25 M Sorbitol durchgéngig
nachgewiesen werden (Abb.: 3.14.1 a)). In NB4 Zellen erfolgte diese
Aktivierung deutlich spater nach 240 min (Abb.: 3.14.2 b)). Die Stressinduktion
mit 1 M Sorbitol fuhrte weder in HelLa B- noch in NB4-Zellen zu einer
verstarkten Aktivierung der Effektorcaspase 3. In den NB4 Zellen waren die
Messungen bei 1 M Sorbitol nach 45 min jedoch ungenau (fast alle Messungen
sind im gelben Bereich, das bedeutet, dass die gemessenen Proben im
Gegensatz zu den anderen Proben (blau) weniger als 2 mg/ml Protein
enthielten). Die Proteinkonzentration beeinflusst schlieRlich die Genauigkeit der
Messungen und konnte auf ein Absterben der Zellen durch 1 M Sorbitolstress
nach 45 min schlieen lassen. Trotzdem scheint der osmotische Stress von 1 M
oder 0,25 M Sorbitol nach 30 min noch nicht zur Apoptose geflhrt zu haben.
Demnach sind die Ergebnisse der endogenen PML-IP in Abbildung 3.13.1 nach

Sorbitolstress unabhangig von Apoptose-Ereignissen.

4.10.2 osmotischer Stress fuhrt im Gegensatz zu ATO zur Aktivierung der
SAPK/JNK-Signalkaskade

Die Quantifizierung in Abbildung 3.14.2 a) zeigt, dass die MAP2-Kinase MKK7
nach Stressinduktion der HeLa B Zellen mit 10 yuM ATO verstarkt phosphoryliert
und aktiviert wurde. Eine vergleichsweise leichte Aktivierung von MKK7 war
nach Behandlung der Zellen mit 1 uM ATO sowie mit 1 M Sorbitol erkennbar.
Die Stressinduktion mit 0,25 M Sorbitol hatte keine Auswirkungen auf MKK?7.

In den NB4 Zellen fuhrte weder Sorbitol noch ATO zu einer signifikanten
Anhaufung phosphorylierter MKK7 (Abb.: 3.14.2 b).

Nach der Analyse der Quantifizierung von SAP/JN-Kinasen fuhrte ATO weder
in HeLa B- noch in NB4-Zellen zu einer Aktivierung derer. Werden HelLa B
Zellen aber mit 0,25 M Sorbitol behandelt, so ist bereits nach 5 min ein Anstieg
der aktivierten SAP/JN-Kinasen messbar gewesen, und wurde bis zu 120 min
aufrechtgehalten. 1 M Sorbitol fuhrte zu einer geringen Aktivierung der
SAPKs/JNKs (Abb.: 3.14.3 a). In NB4 Zellen fuhrten sowohl 0,25 M als auch 1
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M Sorbitol nach bereits 5 min zu einer starken Akkumulation phosphorylierter
SAPs/JNKs (Abb.: 3.14.3 b).

Die Ergebnisse der Quantifizierung phosphorylierter SAP/JN-Kinasen
korrelieren leider nicht mit denen der MKK7-Phosphorylierung. Da aber nicht
nur MKK7, sondern auch MKK4 in der Lage ist SAPKs/JNKs zu
phosphorylieren ist es mdglich, dass diese durch Sorbitolstress verstarkt
aktiviert wird. Leider wurde MKK4 nicht analysiert.

c-Jun steht in der Phosphorylierungskaskade unterhalb der SAP/JN-Kinasen
und kann von ihnen an zwei Serinen phosphoryliert werden. Deshalb sollten die
Proteinmikroarraydaten von c-Jun denen der SAPKs/UJNKs &hnlich sein.
Demnach fuhrte die Stressinduktion der HeLa B Zellen mit 0,25 M Sorbitol
ahnlich, wie in Abbildung 3.14.3 a) gezeigt, nach 20 min, sowie nach 60 und
120 min zur Akkumulation von phosphoryliertem c-Jun. Phophoryliertes c-Jun
konnte aber auch nach 1 M Sorbitolstress verstarkt nachgewiesen werden
(Abb.: 3.14.4 a).

In NB4 Zellen fuhrte die Konzentration von 10 yM ATO nach 240 min zu einem
Anstieg von phosphoryliertem c-Jun. Dies korreliert nicht mit den Daten der
SAPK/JNK-Phosphorylierung. Allerdings wurde diese Messung mit einer Probe
durchgefuhrt, deren Proteinkonzentration leider zu gering war und deshalb
vermutlich auch ungenau gemessen wurde (gelber Balken). In NB4 Zellen
fuhrten sowohl 0,25 M, als auch 1 M Sorbitol zu einem Anstig von
phosphoryliertem c-Jun (Abb.: 3.14.4 b).

Wenn man schliel3lich die Quantifizierungen miteinander vergleicht, so ist
erkennbar, dass der osmotische Stress durch Sorbitol zunachst zur Aktivierung
der SAP/JN-Kinasen und dann wie erwartet zur Phosphorylierung von c-Jun
gefuhrt hat (Abb.: 4.1). MKK7 wurde nach Sobitostress nicht verstarkt
phophoryliert. Demnach scheint eine andere MAP3-Kinase wie zum Beispiel
MKKK4 den SAP/JN-Kinasen vorgeschaltet zu sein.
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HelLa B Zellen NB4 Zellen
1uUMATO —> P-MKK7 1UMATO —> -
- . 10 UMATO —> P-MKK7 10 yM ATO —> g
. MKK7
S 025 M Sorbitol —> - 0,25 M Sorbitol —> -
1 M Sorbitol —> P-MKK7 1 M Sorbitol —> -
1UMATO —> - 1UMATO —> -
p— 10 y(MATO —> - 10 (MATO —> -
| SAPK/NK ) ,
\,*/ 0,25 M Sorbitol —> P-SAPK/JNK 0,25 M Sorbitol —> P-SAPK/JNK
1 M Sorbitol —> P-SAPK/JNK 1 M Sorbitol —> P-SAPK/JNK
1 UMATO —> . 1UMATO —> -
> 10 yMATO —> - 10 M ATO —> P-
[ c-Jun )
' > 0,25 M Sorbitol —> P-c-Jun 0,25 M Sorbitol —> P-c-Jun
1 M Sorbitol —> P-c-Jun 1 M Sorbitol —> P-c-Jun

Abbildung 4.1: Ubersicht iiber die Phosphorylierung von MKK7, SAPK/JNK und cJun in
den beiden Zelllinien HeLa B und NB4 nach Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol

HelLa B- sowie NB4-Zellen wurden entweder mit ATO oder Sorbitol gestresst. Danach wurde
mit Hilfe des Proteinmikroarrayverfahrens eine Quantifizierung der Phosphorylierung von
MKK?7, SAPK/JNK und c-Jun durchgefiihrt. P-c-Jun ist grau markiert, weil diese Messung mit
einer zu gering konzentrierten Probe durchgefiihrt wurde und deshalb ungenau sein kann. P- >
starke Phosphorylierung; P- &> schwache Phosphorylierung

JNK fuhrt aber nicht nur zur Phosphorylierung und Aktivierung von c-Jun. Es
kontrolliert auch direkt oder indirekt die Aktivierung von p53 und hat dadurch
Einfluss auf Apoptose (Fuchs et al., 1998; Fan et al., 2001; Schroeter et al.,
2003). Dadurch korreliert die Aktivierung von p53 unter Stressbedingungen oft
mit der Aktivierung von JNK (Adler et al., 1997; Manujendra et al., 2012). Nach
der Analyse der Proteinmikroarray-Daten fuhrte die Stressinduktion mit 1 M
Sorbitol in HeLa B Zellen nach 45 min zu einer leichten Aktivierung von p53. In
NB4 Zellen fuhrte dagegen 1 yM ATO zu einer leichten Akkumulation von
phosphoryliertem p53. Nach der Stressinduktion mit Sorbitol konnte in NB4

Zellen vergleichsweise wenig aktiviertes p53 nachgewiesen werden. Das in
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Abbildung 4.2 zusammengefasste Aktivierunsmuster zeigt die Diskrepanz
zwischen der Aktivierung von SAPK/JNK und p53. Demnach fuhrten weder
ATO noch Sorbitol zur Phosphorylierung von p53 Uber die SAPK/JNK-
Signalkaskade.

HelLa B Zellen NB4 Zellen
1 UM ATO —> - 1 UM ATO —>
‘ ) 10 yMATO —> - 10 UMATO —>
.~ SAPK/JNK
S 0,25 M Sorbitol —> P-SAPK/JNK 0,25 M Sorbitol —> P-SAPK/JNK
1 M Sorbitol —> P-SAPK/JNK 1 M Sorbitol —> P-SAPK/JNK
1 UM ATO —> - 1 UM ATO —> P-p53
- 10 U(MATO —> - 10 yUMATO —> E
‘ p53 ) .
< 2 " 0,25 M Sorbitol —> - 0,25 M Sorbitol —>
1 M Sorbitol —> P-p53 1 M Sorbitol —>

Abbildung 4.2: Ubersicht iiber die Phosphorylierung von SAPK/JNK und p53 in den
beiden Zelllinien HeLa B und NB4 nach Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol

HelLa B- sowie NB4-Zellen wurden entweder mit ATO oder Sorbitol gestresst. Danach wurde
mit Hilfe des Proteinmikroarrayverfahrens eine Quantifizierung der Phosphorylierung der
Kinasen durchgefiihrt. P- > starke Phosphorylierung; P- = schwache Phosphorylierung. P-
RSK2 ist grau markiert, weil 10 uM ATO nur zu einer sehr schwachen Aktivierung von p53 fihrt.

4.10.3 osmotischer Stress fuhrt im Gegensatz zu ATO zur Aktivierung der
ERK-Signalkaskade

Sowohl in HeLa B Zellen als auch in NB4 Zellen hatte die Stressinduktion mit
ATO keine Auswirkungen auf die Phosphorylierung von MEK1/2. Wurden die
Zellen jedoch mit Sorbitol gestresst, so war nach Stressinduktion mit 0,25 M
sowie mit 1 M eine transiente Akkumulation phosphorylierter MEK1/2 nach 5
In NB4 Zellen fuhrte 1 M Sorbitol nach 60 min zur
Phosphorylierung von MEK1/2. Osmotischer Stress durch 0,25 M Sorbitol hatte

min erkennbar.

keinen Effekt auf die Phosphorylierung von MEK1/2.
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Die beiden Kinasen ERK1 und ERK2 werden durch MEK1/2 phosphoryliert und
aktiviert. Demnach sollte die Aktivierung von ERK1/2 der Aktivierung von
MEK1/2 nach ATO- oder Sorbitol-Stress entsprechen.

Die Stressinduktion durch ATO flhrte weder in HeLa B- noch in NB4-Zellen zur
Aktivierung von ERK1/2. Wurden HelLa B Zellen jedoch mit 0,25 oder 1 M
Sorbitol gestresst, so konnte bereits nach 5 min eine Akkumulation
phosphorylierter Kinasen nachgewiesen werden. Diese sank nach kurzer Zeit
wieder auf das Ausgangsniveau ab. In NB4 Zellen konnte phosphoryliertes ERK
erst durch die Stressinduktion mit 1 M Sorbitol nach 60 min nachgewiesen
werden. Der Vergleich der Quantifizierung von ERK1/2 mit MEK1/2 zeigt ein
fast identisches Aktivierungsmuster.

RSK2 steht in der Phosphorylierungskaskade unter den Kinasen MEK1/2 und
ERK1/2. Nach der Analyse der Daten zeigte RSK2 ein ahnliches
Aktivierungsmuster wie die beiden vorgeschalteten Kinasen. ATO-Stress fuhrte
weder in HelLa B- noch in NB4-Zellen zu einer Aktivierung von RSK2. Wurden
HelLa B Zellen aber mit 0,25 oder 1 M Sorbitol gestresst, so konnte eine
Akkumulation von phosphorylietem RSK2 nach 5 min nachgewiesen werden.
Dies korreliert mit der Aktivierung von MEK1/2 und ERK1/2. In NB4-Zellen
fuhrten 0,25 M Sorbitol nach 10 min zur schwachen und 1 M Sorbitol nach 120
min zur etwas starkeren Aktivierung von RSK2.

Wenn man nun die Aktivierung der Kinasen im ERK-Signalweg vergleicht, dann
wird deutlich, dass das Aktivierungsmuster auf den drei Ebenen (MEK1/2,
ERK1/2, RSK2) ahnlich ist (Abb.: 4.3). Der osmotische Stress durch Sorbitol
aktiviert die ERK1/2-Signalkaskade.
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HeLa B Zellen NB4 Zellen
1 PMATO —> = 1UMATO —> S
y o 55 2 , 10
Vo 10 Y(MATO —> 10 UM ATO —>
. 0,25 M Sorbitol —> P-MKK1/2 0,25 M Sorbitol —> -
1M Sorbitol —> P-MKK1/2 1M Sorbitol —> P-MKK1/2
1 PMATO —> : 1UMATO —> -
- 10 p(MATO —> : 10 y(MATO —> 5
ERK1/2 :
\,._—/ 0,25 M Sorbitol —> P-ERK1/2 0,25 M Sorbitol —> %
1M Sorbitol —> P-ERK1/2 1M Sorbitol —> P-ERK1/2
1 UMATO —> s 1UMATO —> 3
| 10 Y(MATO —> i 10 UM ATO —> -
\v/ 0,25 M Sorbitol —> P-RSK2 0,25 M Sorbitol —> P-RSK2
1M Sorbitol —> P-RSK2 1M Sorbitol —> P-RSK2

Abbildung 4.3: Ubersicht iiber die Phosphorylierung von MKK1/2, ERK1/2 und RSK2 in
den beiden Zelllinien HeLa B und NB4 nach Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol

HelLa B- sowie NB4-Zellen wurden entweder mit ATO oder Sorbitol gestresst. Danach wurde
mit Hilfe des Proteinmikroarrayverfahrens eine Quantifizierung der Phosphorylierung der drei
Kinasen im ERK-Signalweg durchgefiihrt. P- - starke Phosphorylierung; P- - schwache
Phosphorylierung. P-RSK2 ist grau markiert, weil 0,25 M Sorbitol nur zu einer sehr schwachen
Aktivierung von RSK2 geflhrt hat.

410.4 RSK2 ist ein Substrat von ERK und weniger von der p38 MAP-

Kinase

Es gibt kaum ein Substrat von ERK, das nicht auch von p38 phosphoryliert
werden kann. Aus diesem Grund wurde die Aktivierung der p38 Map-Kinase
quantifiziert. In ATO gestressten HeLa B und NB4-Zellen konnte keine
signifikante Aktivierung von p38 nachgewiesen werden. Eine Stressinduktion
mit 1 M Sorbitol fuhrte in HelLa B-Zellen nach 5 min zu einer leichten
Akkumulation von phosphoryliertem p38. Dies korreliert mit der Aktivierung von
RSK2. Allerdings fuhrte 0,25 M Sorbitol nur zur Phosphorylierung von RSK2,
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nicht aber von p38. In NB4 Zellen fuhrte Sorbitol sowohl in geringer
Konzentration (0,25M), als auch in erhohter Konzentration (1 M) nach bereits
nach 5 min zu einem Anstieg der Phosphorylierung von p38. RSK2 wurde in
NB4 Zellen erst spater phosphoryliert. Demnach scheint RSK2 unter
osmotischem Stress weniger von p38 als viel mehr durch ERK phosphoryliert
zu werden (vgl. Abb.: 4.3 und 4.4).

HeLa B Zellen NB4 Zellen
1UMATO —> - 1UMATO —>
psé MAPK ' 10 Y(MATO —> - 10 MATO —> -
0,25 M Sorbitol —> 0,25 M Sorbitol —>»  P-p38 MAPK
1 M Sorbitol —> P-p38 MAPK 1 M Sorbitol —> P-p38 MAPK
1UMATO —> - 1UMATO —> -
10 yMATO —> 10 y(MATO —> -
- Rons 0,25 M Sorbitol —> P-RSK2 0,25 M Sorbitol —> P-RSK2
1 M Sorbitol —> P-RSK2 1 M Sorbitol —> P-RSK2

Abbildung 4.4: Ubersicht iiber die Phosphorylierung von p38 MAPK und RSK2 in den
beiden Zelllinien HeLa B und NB4 nach Stressinduktion mit ATO oder Sorbitol

HelLa B- sowie NB4-Zellen wurden entweder mit ATO oder Sorbitol gestresst. Danach wurde
mit Hilfe des Proteinmikroarrayverfahrens eine Quantifizierung der Phosphorylierung der
Kinasen durchgefiihrt. P- > starke Phosphorylierung; P- = schwache Phosphorylierung. P-
RSK2 ist grau markiert, weil 0,25 M Sorbitol nur zu einer sehr schwachen Aktivierung von RSK2
geflhrt hat.

Durch die Analysen der Signaltransduktionswege nach Behandlung der Zellen
mit ATO oder Sorbitol ist erkennbar, dass Sorbitol im Gegensatz zu ATO einen
starkeren Einfluss auf die Aktivierung des SAPK/JNK- sowie des ERK-
Signalwegs hat. Eine Stressinduktion sowohl der HelLa B- als auch der NB4-
Zellen mit Sorbitol fuhrt zur Aktivierung von SAPK/JNK vermutlich Gber MKK4
und schlieBlich zur Phosphorylierung von c-Jun. Zudem fluhrt Sorbitol zur
Aktivierung von ERK1/2 dber MKK1/2 und final zur Phosphorylierung von
RSK2. Da fast alle Substrate von ERK auch von p38 phosphoryliert werden
konnen, wurde zusatzlich die Phosphorylierung der p38 MAP-Kinase

untersucht. Diese wird wahrscheinlich auch zur Aktivierung von RSK beitragen.
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Da sich aber die beiden Aktivierungsmuster von ERK1/2 und RSK2 ahnlicher
sind, wird RSK2 vermutlich hauptsachlich durch ERK1/2 phosphoryliert.

4.10.5 Zusammenfassung der Aktivierung beider Signalkaskaden durch
Sorbitol

Die folgende Abbildung 4.5 soll verdeutlichen welche Kinasen durch Sorbitol
phosphoryliert und aktiviert werden. Eine Stressinduktion sowohl der HS27- als
auch der NB4 Zellen mit Sorbitol fuhrte, im Gegensatz zu ATO, zur Aktivierung
der SAPK/JNK- sowie der ERK-Signalkaskade.

Sorbitol Sorbitol
MKK1/2

l

SAPKINK ERK1/2 P38 MAPK

/ MW\S\

T et

|/

RSK2

Abbildung 4.5: Ubersicht iiber die Aktivierung der JNK- und ERK-Signalkaskade in HeLa
B- und NB4-Zellen nach Sorbitolstress

Sorbitol fuhrt Gber die Aktivierung von SAPK/JNK zur Phosphorylierung von c-Jun. Auferdem
fihrt Sorbitol zur Aktivierung der ERK-Signalkaskade Uber MKK1/2 und endet bei der
Phosphorylierung von RSK2.

Obwohl osmotischer Stress laut Literatur zu einer CK2 abhangigen
Phosphorylierung von PML und schlieB3lich zu dessen Abbau fuhrt (Scaglioni et
al., 2006), belegen die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Studien eine
Stabilisierung von PML und PML-Kernkorpern nach osmotischem Stress (Abb.:
3.8.1; 3.9; 3.10; 3.11; 3.12, 3.13). Ein Abbau von PML konnte nicht beobachtet
werden. Der osmotische Stress durch Sorbitol fuhrt demnach wahrscheinlich
uber die SAPK/JNK- sowie ERK-Signalkaskade zur Phosphorylierung von PML,
die dessen Abbau Uber den STUbL-Signalweg verhindert. Diese
Phosphorylierung fuhrt vermutlich weniger zur SUMOZ2-Modifikation, als eher
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zur SUMO1-Modifikation von PML (Abb.: 3.8.1; 3.12; 3.13). Es ist aber auch
moglich, dass PML nach osmotischem Stress mit gemischten SUMO-Ketten
modifiziert wird (Matic et al., 2008). Jedenfalls fuhrt die Phosphorylierung von
PML voraussichtlich zu weiteren Modifikationen von PML, die das Protein
stabilisieren und nicht fir den Abbau Uber das 26S-Proteasom kennzeichnen
(Abb.: 4.6). Im Kampf gegen Krebs werden bereits gezielt Kinaseinhibitoren
eingesetzt, darunter auch CK2-Inhibitoren, um unter anderem den Abbau von
PML zu verhindern (Wolyniec et al., 2013). Daruber hinaus wird diskutiert, ob
man diese Inhibitoren mit Medikamenten kombiniert, die DNA-Schaden
hervorrufen, da diese nachweislich PML aktivieren. Demzufolge kdnnte man in
der Krebstherapie, madglicherweise auch Sorbitol mit Kinaseinhibitoren
kombinieren.

Weiterhin gibt es die Moglichkeit, dass RNF4 durch Sorbitolstress
phosphoryliert und abgebaut wird (Abb.: 3.10 und 3.12). Demnach wirde, durch
beispielsweise CK2 phosphoryliertes PML, zumindest nicht Gber den in dieser

Arbeit beschriebenen STUbL-Signalweg abgebaut werden.

MG 132
Lactacystin

|

PML w—D PML . PML —

26S-Proteasom

e <X

PML — PML S— PML

PML wird
stabilisiert

I [

/sumo2/3 () sumo1 QPhosphat ,Ubiquiﬁn

Abbildung 4.6:Model iiber die Wirkungsweise von ATO und Sorbitol

ATO fiihrt zum Abbau von PML und PML-Kernkérpern tber den STUbL-Signalweg

Sorbitol fihrt Gber ERK und SAPK/JNK zur Phosphorylierung und Stabilisierung von PML und
PML-Kernkorpern
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Posttranslational modifications such as sumoylation, ubiquitination or
phosphorylation regulate multiple functions of the promyelocytic leukemia
protein (PML) also the morphology of PML nuclear bodies. In this study, the
influence of different stress factors as arsenic trioxide (ATO) and sorbitol on
endogenous and overexpressed PML has been analysed to investigate the
STUbL (sumo-targeted ubiquitin ligase) - signalling pathway of RNF4 (RING
finger protein 4).

Sumoylation of PML is a key regulator of PML stability in response to
extracellular or intracellular stimuli. This study shows PML degradation via poly-
sumoylation induced by ATO, a therapeutic agent for treatment of acute
promyelocytic leukemia (APL). Sumoylated PML is targeted for ubiquitination by
the E3 ligase RNF4 prior to the proteasome-mediated degradation.
Furthermore, | was able to demonstrate that RNF4 interacts with PML as
substrate in vivo using its two essential SIMs, SIM2 and SIM4.

In contrast to ATO sorbitol treatment leads to increased PML-nuclear bodies
(PML-NBs) in number and size and to a stabilization of PML, which is not
affected by the inhibition of the 26S proteasome. Due to the discrepancy
between the effects of ATO and sorbitol on PML and PML-NBs, the activity of
cellular signalling cascades has been analysed upon those stress factors.

After quantitative analysis of kinases, there is evidence that osmotic stress
leads to the activation of the SAPK/JNK (Stress-activated Protein Kinase/Jun N-
terminal Kinase) - and ERK (Extracellular-signal Regulated Kinase ) - signalling
pathways.

In conclusion, ATO leads to the proteolytic degradation of PML due to its sumo-
dependant ubiquitination mediated by RNF4. So | assume, that in contrast to
ATO, after osmotic stress PML is stabelized through its own phosphorylation via
the SAPK/JNK- and the ERK-signalling cascade.
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Posttranslationale Modifikationen des Proteins der Promyelozytenleukamie
(PML), zum Beispiel durch Phosphorylierung, Ubiquitinierung oder
SUMOylierung, beeinflussen allgemein sowohl die Funktion von PML als auch
die Morphologie von PML-Kernkorpern.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss unterschiedlicher Stressfaktoren
auf endogenes sowie Uberexprimiertes PML analysiert. Somit konnte gezeigt
werden, dass PML Uber den STUbL (SUMO-targeted ubiquitin ligase) -
Signalweg durch die humane Ubiquitinligase RNF4 (RING finger protein 4)
abgebaut wird.

Arsentrioxid (ATO), das in der Therapie der akuten Promyelozytenleukamie
(APL) Verwendung findet, fuhrt zur PolySUMOylierung von PML.
PolySUMOyliertes PML wird schlieBlich von der SUMO-abhangigen
Ubiquitinligase RNF4 erkannt und proteasomal abgebaut. Daruber hinaus
konnte gezeigt werden, dass RNF4 in vivo Uber seine beiden essentiellen SIMs,
SIM2 und SIM4, mit PML als Substrat interagiert.

Eine Stressinduktion mit Sorbitol fihrte im Gegensatz zu ATO zur Stabilisierung
von PML. Dieser Effekt war unabhangig von der Inhibition des Proteasoms.
Daruber hinaus beeinflusst osmotischer Stress die Anzahl und Grélke der PML-
Kernkorper. Es konnten, verglichen mit ATO, mehr und vor allem groRere PML-
Kernkorper nachgewiesen werden. Da ATO und Sorbitol unterschiedliche oder
sogar gegensatzliche Auswirkungen auf die Morphologie von PML-Kernkdrpern
hatten, wurde die Aktivitat mehrerer zellularer Signalkaskaden in ATO sowie
Sorbitol behandelten Zellen mit Hilfe von Proteinmikroarrays untersucht. Die
Analyse zeigt einen Vergleich zwischen dem Effekt von Sorbitol und ATO. Der
osmotische Stress fuhrte, im Gegensatz zu ATO, zur Aktivierung der SAPK/JNK
(Stress-activated Protein Kinase/Jun N-terminal Kinase) - sowie ERK
(Extracellular-signal Regulated Kinase ) — Signalkaskade.

Demnach fuhrt ATO zum proteasomalen Abbau von PML durch die SUMO-
abhangige Ubiquitinligase RNF4. Osmotischer Stress dagegen stabilisiert PML,
vermutlich durch dessen Phosphorylierung Uber die SAPK/JNK- bzw. ERK-
Signalkaskade.
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