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1. ZUSAMMENFASSUNG

Die Identifi kation von mehr als 300 SUMO-Substraten aus verschiedensten Funktionsbereichen 

der Hefe S. cerevisiae durch Massenspektrometrie-basierte Ansätze seit dem Jahr 2004 weist 

auf die Bedeutung des SUMO-Systems für den Ablauf des Zellzyklus hin. Schon zuvor deuteten 

Beobachtungen auf eine Beteiligung des SUMO-Modifi kationssystems an verschiedenen 

Aspekten der Kernteilung hin. 

Das Hefe-SUMO, Smt3, wurde als Dosis-Suppressor einer temperatursensitiven Mutation 

von MIF2 identifi ziert. Ein anderes Kinetochorprotein, Cep3, interagierte in Untersuchungen 

mittels 2-Hybridsystem mit dem SUMO-konjugierenden Enzym Ubc9. Des weiteren arretieren 

Zellen, die ein temperatursensitives Allel von UBC9 tragen, bei restriktiver Temperatur am 

G2/M-Übergang. In ULP2-Deletionsmutanten kommt es zu einem Kohäsionsverlust der 

Schwesterchromatiden im Bereich der Centromere. Diese Beobachtungen sowie bestehende 

Modelle zur möglichen Wirkungsweise von SUMO sprechen für eine Beteiligung des SUMO-

Modifi kationssystems z.B. an der Regulation oder dem Aufbau der Kinetochore oder an der 

Aktivierung von mitotischen Kontrollmechanismen. 

Aus diesen Gründen wurde in dieser Arbeit die Beteiligung des SUMO-Modifi kationssystems 

bei der Kinetochorfunktion und der Kernteilung untersucht. Mit einem auf Immunpräzipitation 

basierten Nachweis, der zunächst charakterisiert wurde, wurden im Rahmen dieser Arbeit 

ausgewählte Kinetochor- und anderweitig an der Kernteilung beteiligte Proteine auf Modifi kation 

durch Smt3 untersucht. Verschiedene dieser Proteine konnten als SUMO-Substrate identifi ziert 

werden. Durch Austausch der Lysinreste in den vorhandenen Konsensusmotiven für SUMO-

Modifi kation wurden verwendete Modifi kationsstellen bestimmt. Anschließende Untersuchung 

der nicht mehr modifi zierbaren Proteine auf Funktionsänderung sollte Aufschluss über die 

Bedeutung der SUMO-Modifi kation geben.

Um die Analyse der Funktion von SUMO bei der Kernteilung zu erweitern, wurden 

Untersuchungen zur SUMO-Isopeptidase Ulp2 durchgeführt. Ulp2 ist bisher wenig 

charakterisiert, jedoch ist es als Kern-lokalisiertes Protein beschrieben. Ulp2 unterscheidet 

sich von der zweiten Hefe-Isopeptidase, Ulp1, durch seine subzelluläre Lokalisation und sein 

Substratspektrum. Ulp2 liegt Zellzyklus-abhängig phosphoryliert vor, wobei das Ausmaß der 

Modifi kation während der Mitose am größten ist. Da die Phosphorylierung eines Proteins sowohl 

seine Lokalisation als auch seine Aktivität beeinfl ussen kann, wurden diese beiden Aspekte 

untersucht. Eine Veränderung des Aufenthaltsortes von Ulp2 in der Zelle in Abhängigkeit von 

der Phosphorylierung konnte durch Lokalisationsstudien mit verschieden Epitop-markierten 

Formen von Ulp2 nicht nachgewiesen werden. In den Untersuchungen dieser Arbeit wurde eine 

eindeutige Kernlokalisation nur bei starker Überexpression einer N-terminal GFP-markierten 

Variante von Ulp2 beobachtet. Ansonsten war das Protein, unabhängig von der Zellzyklusphase 

und dem Phosphorylierungsstatus, relativ gleichmäßig über die gesamte Zelle verteilt mit einer 

leichten Anreicherung in der Kernperipherie. Diese Beobachtung könnte auf eine Lokalisation 

an der Kernhülle hindeuten. Für die Untersuchung der Aktivität der phosphorylierten und der 
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nicht phosphorylierten Form von Ulp2 wurde ein in vitro Aktivitätsnachweis entwickelt. Mit 

diesem konnte eine Aktivität von HA
3
-Ulp2 aber nicht von Ulp2-Myc

9
 nachgewiesen werden. 

Ein Unterschied zwischen der phosphorylierten und der nicht phosphorylierten Formen wurde 

in ersten Experimenten nicht gezeigt. Jedoch weisen einige gemachte Beobachtungen darauf 

hin, dass die Phosphorylierung einen Einfl uss auf die Stabilität oder die Substratspezifi tät des 

Proteins besitzt. Zusammenfassend stellen die hier präsentierten Daten die Bedeutung des 

SUMO-Modifi kationssystems für die Kernteilung heraus.
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2. SUMMARY

Since 2004, more than 300 SUMO substrates from different functional areas in S. cerevisiae 

have been identifi ed by mass-spectrometry based approaches. This data implies the importance 

of the SUMO modifi cation system to cell cycle progression. Even before 2004, observations 

were made which imply an involvement of the SUMO modifi cation system in specifi c aspects 

of nuclear division. 

SUMO is involved in many cellular processes. The yeast homologue of SUMO, Smt3, has 

been identifi ed as a dosage dependent suppressor of a temperature-sensitive mutation in the 

gene encoding the kinetochore protein Mif2. Another kinetochore protein, Cep3, has been 

found to interact with the SUMO conjugating enzyme Ubc9 in two hybrid analyses. Cells 

carrying a temperature-sensitive allele of UBC9 arrested at the G2/M-transition, after shift 

to the restrictive temperature. Finally, ULP2 deletion mutants show a loss of cohesion near 

the centromeres of sister chromatids, suggesting the involvement of ULP2 in kinetochore 

action. These observations as well as the current models for possible modes of SUMO action 

allude to an involvement of the SUMO modifi cation system in the regulation or assembly of 

kinetochores, as well as in the activation of mitotic checkpoints. 

For the above reasons, this work analyses the role of SUMO in kinetochore function and 

nuclear division. First, the immunoprecipitation-based assay used for detection of SUMO-

modifi cations was characterized. Selected kinetochore proteins and other proteins involved in 

nuclear division were analyzed for Smt3 conjugation. Several of these proteins were found to 

be SUMO substrates. The modifi cation sites of these substrates were identifi ed by site-directed 

mutagenesis of the lysine residues within consensus motives. Subsequent examination of yeast 

strains expressing the mutant proteins was performed, to assign functions to the different 

SUMO modifi cations.

To extend the analysis of SUMO’s role in cell cycle division, the yeast SUMO isopeptidase 

Ulp2 was studied. So far, this protein has not been well characterized, though it is thought to 

be a nuclear protein. Ulp2 differs from the other yeast isopeptidase, Ulp1, in its subcellular 

localization pattern and substrate specifi city. Ulp2 has been found to be phosphorylated in a 

cell cycle dependent manner, with a peak of modifi cation during mitosis. Since phosphorylation 

of a protein can affect its localization as well as its activity, both of those aspects were 

analyzed. It is shown here, that a change of protein localization in the cell in consequence of 

the phosphorylation could not be detected by fl uorescence microscopy studies of differently 

tagged Ulp2 versions. Also, localization of Ulp2 in the nucleus could only be observed when a 

N-terminally GFP-tagged version of the protein was strongly overexpressed from the inducible 

GAL1-promoter. Otherwise the protein was rather evenly distributed over the whole cell, with 

a slight accumulation in the nuclear periphery. This observation implies Ulp2 localization not 

only in the nucleus but also at the nuclear envelope. This localization pattern was independent 

of the cell cycle stage and the phosphorylation status. For examination of the activity of the 

phosphorylated and non-phosphorylated forms of Ulp2, an in vitro assay was established. With 
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this assay, it was possible to detect an activity for HA
3
-Ulp2 but not for Ulp2-Myc

9
. A change 

in activity dependent on the phosphorylation status of Ulp2 could not be observed in the initial 

experiments with this system. Some observations described in the text imply an effect of Ulp2 

phosphorylation on the stability or substrate specifi city of the protein. In whole, the work 

described here points out the importance of the SUMO modifi cation system in nuclear division 

processes. 


