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EINLEITUNG

Im Berichtszeitraum 2006-2008 befasste sich die Abteilung Bioche-

mie | primdr mit der Funktion von Ubiquitin-verwandten Proteinen

der SUMO (Small Ubiquitin-related Modifier) Familie. Reversible Ver-

knipfung mit SUMO beeinflusst Protein-Interaktionen, Lokalisation
oder Aktivitdt, und kann in Einzelfdllen vor Ubiquitin-abhéngiger
Degradation schiitzen. Spezifische Projekte sind z.B. Mechanismus

und Regulation von SUMO Enzymen, SUMO im Kernzytoplasma-
transport, die Funktion eines SUMO E3 Ligase Komplexes in Inter-

phase und Mitose, sowie die Regulation der SUMOylierung durch

reaktive Sauerstoffspezies. Die Arbeitsgruppe von Dr. Ralph Kehlen-

bach untersucht Mechanismen des Kernzytoplasmatransports. Die
Arbeitsgruppe von Frau Prof. Irmelin Probst, die bereits seit 1979
in der Abteilung Biochemie | angesiedelt ist, beschaftigt sich mit
der Retrodifferenzierung adulter Hepatozyten in Kultur.

PREFACE

Between 2006 and 2008 the Department of Biochemistry | focussed

on the function of ubiquitin-related proteins of the SUMO family.
Reversible attachment of SUMO serves to regulate protein interac-

tions, subcellular localization, enzymatic activity, and may protect

from ubiquitin-dependent degradation. Specific projects are, e.g.
mechanism and regulation of SUMO enzymes, SUMOylation in nu-
cleocytoplasmic transport, the function of a SUMO E3 ligase com-

plexin interphase and mitosis, and the regulation of sumoylation
through reactive oxygen species. Dr. Ralph Kehlenbach’s research

group investigates mechanisms of nucleocytoplasmic transport.
Prof. Irmelin Probst, who leads a small research team in the De-
partment of Biochemistry | since 1979 investigates retrodifferen-

tiation of adult hepatocytes in culture.

1.
Ubiquitin verwandte Proteine der SUMO Familie

Schwerpunkt unserer Forschung ist die posttranslationale Modi-

fikation mit Proteinen der SUMO Familie. Wie Ubiquitin kdnnen

SUMO Proteine mitanderen intrazelluldren Proteinen verkniipft wer-

den. Dies erfordert ATP, ein SUMO aktivierendes Enzym, ein SUMO
konjugierendes Enzym, und SUMO E3 Ligasen, die die Spezifitat
fir bestimmte Zielproteine vermitteln. Spezifische Isopeptidasen

kénnen SUMO vom Zielprotein entfernen und sorgen so fiir Rever-

sibilitdt und Dynamik dieser Modifikation. Anheftung von SUMO
beeinflusst Protein/Protein oder Protein/DNA Wechselwirkungen

und kann beispielsweise zu Anderungen in Lokalisation, Aktivi-

tat oder Stabilitat fiihren (Ubersichtsartikel: Geiss-Friedlanderund
Melchior, 2007).

Unsere Arbeitsgruppe untersucht die Mechanismen und Funk-
tionen dieses Prozesses in tierischen und menschlichen Zellen.

Spezifische Projekte adressieren grundlegende Mechanismen der

Sumoylierung (Identifikation, Funktion und Regulation von Enzy-
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men und ausgewdhlten Zielproteinen der SUMOylierung), den Zu-
sammenhang zwischen Sumoylierung und Kernzytoplasmatrans-
port (Mechanismus und Funktion der SUMO E3 Ligase RanBP2/
Nup358), Wechselwirkungen zwischen Sumoylierung und Ubiqui-
tylierung (z.B. Sumoylierung der Ubiquitin Isopeptidase USP25),
sowie den Zusammenhang zwischen SUMOylierung und oxidativem
Stress (reversible Inaktivierung von SUMO Enzymen durch Ausbil-
dung einer Disulfidbriicke).

1.
Ubiquitin Related Proteins of the SUMO Family

Research in our group centres around posttranslational modifica-
tion with small ubiquitin-related proteins of the SUMO family. Like
ubiquitin, these proteins can be covalently and reversibly linked to
intracellular proteins. Modification requires ATP, a SUMO activating
enzyme, a SUMO E2 conjugating enzyme, and E3 ligases that confer
target specificity. Isopeptidases remove SUMO from the target and
thereby contribute to reversibility and dynamics of this modification.
Attachment of SUMO serves to regulate protein-protein and protein-
DNAinteractions, affects subcellularlocalization, enzymatic activity,
and stability of the respective target proteins (for a recent review
see Geiss-Friedlander and Melchior, 2007).

Projects in the lab aim at understanding mechanisms, regu-
lation and function of SUMOylation in mammalian cells. We are
interested in basic principles of reversible sumoylation (enzymes,
targets and acceptor sites), connections between SUMOylation and
nucleocytoplasmictransport (focusing, e.g., on the nucleoporin and
E3 Ligase RanBP2/Nup358), links between SUMO- and ubiquitin-
conjugation pathways (e.g., sumoylation of the ubiquitin isopep-
tidase USP25), and regulation of sumoylation by redox-signalling
(disulfide bond formation reversibly inactivates SUMO enzymes).
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2.
Kernzytoplasmatransport

DerTransportvon Makromolekiilen zwischen Zellkern und Zytoplas-
ma erfolgt durch die Kernporen, grof3e Proteinkomplexe, die in die
Kernmembran eingebettet sind. Ein Schwerpunkt unserer Arbeit ist
die Aufkldrung der Funktion einzelner Nukleoporine, der Bestand-
teile dieser Kernporen. Bisher haben wir die Proteine Nup358, das
eine Rolle beim Importin den Zellkern spielt, und Nup214, das am
CRM1-abhédngigen Proteinexport beteiligt ist, charakterisiert.

CRM1 ist derwichtigste Faktor fiir den Export einer Vielzahlvon
Proteinen aus dem Zellkern. Auch beim Export von mRNA des hu-
manen Immundefizienzvirus (HIV) spielt CRM1 eine wichtige Rolle.
In einem T-Zell Modell konnten wir eine Reihe von zelluldren mRNAs
identifizieren, die ebenfalls in CRM1-abhdngiger Weise exprimiert
werden. In einem aktuellen Projekt untersuchen wir nun die Regu-
lation des CRM1-abhé&ngigen Exports durch zelluldre Faktoren.

Weiterhin interessieren wir uns fiir die vielfdltigen Interakti-
onsmoglichkeiten von Importrezeptoren mit ihren Substraten. HIV-
Rev, c-Fos und c-Jun zum Beispiel werden durch den Importrezeptor
Transportin in den Zellkern transportiert. Der Aufbau der Rezeptor-
Substratkomplexe soll mit Hilfe der Réntgenstrukturanalyse auf-
geklart werden.

2.
Nucleocytoplasmic Transport

Transport of macromolecules between the nucleus and the cyto-
plasm is mediated by nuclear pores, large protein complexes that
are embedded in the nuclear membrane. One focus of our work is
the analysis of individual nucleoporins, the protein components
of these pores. So far, we have characterized Nup358, which plays
arole in nuclear import, and Nup214, which is involved in CRM1-
mediated nuclear export.

CRM1 is the most prominent nuclear protein export factor. It is
also involved in nuclear export of mMRNA of the human immunode-
ficiency virus (HIV). In a T-cell model, we have identified a number
of cellular mRNAs that are also expressed in a CRM1-dependent
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manner. In a current project, we are investigating the regulation of
CRM1-dependent export by cellular factors.

Furthermore, we are interested in different interaction modes
of import receptors with their substrates. HIV-Rev, c-Fos and c-Jun,
for example, are imported into the nucleus by the import receptor
transportin. We are planning to analyze receptor-substrate com-
plexes by X-ray crystallography.
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3.
Retrodifferenzierung adulter Hepatozyten
in Kultur

In der gesunden Leber besitzen Hepatozyten die Fahigkeit zur Tei-
lung, Proliferation erfolgtjedoch nennenswert nurnach Teilhepatek-
tomie oderLeberschadigung. In Kulturverlieren isolierte Hepatozy-
ten unterKultur-Standardbedingungen ihre differenzierte Funktion
und Vitalitdt in wenigen Tagen. Es wurde ein Kultursystem aufge-
bautmitdem es gelang, ausdifferenzierte adulte Rattenhepatozyten
nicht nur zu einer raschen Teilung sondern auch zur Reexpression
fotaler, nervaler, mesenchymaler und hdmatopoietischer Marker-
proteine zu fiihren. Diese wachsenden Zellen retrodifferenzierten
zu Vorlduferzellen. An der Wachstumssignalkette sind NO und CO
beteiligt. Transplantation dieser in Kultur generierten Zellen fiihrte



zur Repopulierung in Empfangerlebern. Dabei differenzierten die
Vorlduferzellen zu Hepatozyten und zu Zellen welche Gallengangs-
marker exprimierten.

3.
Retrodifferentiation of Adult Hepatocytes
in Culture

In the healthy liver hepatocytes possess the capacity to prolife-
rate, however, they do so only after partial hepatectomy or liver
injury. When cultured under standard culture conditions isolated
hepatocytes loose their differentiated function and vitality within
several days. A new culture system was established for the growth
of adult hepatocytes in vitro. Under the conditions chosen, hepa-
tocytes grew rapidly and re-expressed foetal, neural and liver stem
cell marker mRNAs and proteins. The cells retrodifferentiated to
progenitor cells. Nitric oxide and carbon monoxide were shown to
participate in growth promotion. Transplantation of these cells led
to repopulation of acceptor livers with generation of hepatocytes
and cells expressing bile duct markers.

Arbeitsgruppenleiter/innen Group Leaders
Prof. Dr. Irmelin Probst

Kooperationen Cooperations
Dr. Sarah Konig, Dr. Petra Krause, Abteilung Allgemeinchirurgie, Universitdtsmedizin Gottingen,
Universitat Gottingen

Ausgewahlte Publikationen Selected Publications

Koenig S, Krause P, Drabent B, Schaeffner I, Christ B, Schwartz P, Unthan-Fechner K, Probst |
(2006) The expression of mesenchymal, neural and haematopoietic stem cell markers in adult
hepatocytes proliferating in vitro. J HEPATOL, 44(6): 1115-24.

Koenig S, Probst |, Becker H, Krause P (2006) Zonal hierarchy of differentiation markers and nestin
expression during oval cell mediated rat liver regeneration. HISTOCHEM CELL BIOL, 126(6): 723-34.

4,
Mechanismen der Myelinbiogenese

Myelin wird von Oligodendrozyten als eine multilamelldre Memb-
ran gebildet, welche Axone im zentralen Nervensystem umwindet.
Die Myelinisierung ist nicht nur fiir die schnelle Erregungsiibertra-
gung der Axone, sondern auch fiir den neuronalen Stoffwechsel
wichtig. Ein Verlust von Myelin fiihrt zu schwerwiegenden Erkran-
kungen wie z.B. der Multiplen Sklerose. Ziel unserer Forschung ist
es, die molekularen Mechanismen der Myelinbiogenese zu ent-
schliisseln, um neue Therapieansédtze zur Remyelinsierung zu ent-
wickeln. Um diesem Ziel ein Stiick ndher zu kommen, ist das Ver-
standnis der Myelinbiogenese wahrend der normalen Entwicklung
von entscheidender Bedeutung. Wir verfolgen deshalb folgende
Ziele: Aufschliisselung der molekularen Mechanismen des Myelin-
wachstums, -transports und der Myelin-Assemblierung. AuBerdem
sollen die Neuron-Glia Signaltransduktionswege in diesen Prozes-
sen untersucht werden.
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4,
Mechanisms of myelin biogenesis

During the development of the central nervous system oligoden-
drocytes wrap their plasma membrane around the axons to form
the myelin membrane sheet, a tightly packed membrane stack that
provides electrical insulation for nerve conduction. Axonal insula-
tion by myelin facilitates rapid nerve conduction and is essential
for neuronal metabolism. Damage to the myelin sheet as it occurs
for example in multiple sclerosis (MS) results in severe neurologi-
cal disability not only by slowing down nerve conduction, but also
as a result of neurodegeneration. Our main goal is to come up with
new approaches of how to promote remyelination in demyelinating
diseases. To reach this goal we need to understand how myelin is
formed during normal development. The focus of this project will
therefore be on the molecular mechanism of myelination. Our re-
search has the following majoraims: 1) to understand the molecular
mechanisms of myelin membrane growth, 2) transport and 3) as-
sembly, and 4) to identify neuron to glia signalling cascades that
regulate these processes.
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