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Abstract

The molecular machinery that governs circadian rhythmicity is based on
clock proteins organized in regulatory feedback loops. Although
posttranslational modification of clock proteins is likely to finely
control their circadian functions, only limited information is available to
date. Here, we show that BMALI, an essential transcription factor
component of the clock mechanism, is SUMOylated on a highly

%) in vivo. BMALLI shows a circadian

conserved lysine residue (Lys
pattern of SUMOylation that parallels its activation in the mouse liver.
SUMOylation of BMALI1 requires and is induced by CLOCK, the
heterodimerization partner of BMALI. Ectopic expression of a SUMO-
deficient BMALI demonstrates that SUMOylation plays an important
role in BMALI circadian expression and clock rhythmicity. This reveals
an additional level of regulation within the core mechanism of the

circadian clock.



Sommario

Molti processi fisiologici e comportamentali di quasi tutti gli organismi
viventi presentano ritmi circardiani con oscillazioni periodiche di 24
ore. Questi ritmi sono generati in maniera endogena da un orologio
biologio che funziona sotto controllo genetico.

Da un punto di vista molecolare I’orologio circadiano ¢ costituito dai
cosidetti “geni dell’orologio”. L’oscillazione periodica di questi geni e
dei loro prodotti proteici rappresenta il meccanismo attraverso il quale
le cellule codificano la progressione circadiana del tempo.

La generazione e la modulazione di tali oscillazioni ¢ finemente
controllata a livello trascrizionale, mediante fasi di attivazione ¢
repressione di trascrizione, interconnesse tra loro e generanti un
meccanismo di feedback negativo in grado di autoregolarsi durante le
24 ore.

In aggiunta, l’oscillazione circadiana delle proteine dell’orologio
dipende da livelli di regolazione post-trascrizionali e post-traduzionali,
che controllano 1’espressione dei geni dell’orologio, la stabilita,
I’interazione con altre proteine regolatrici e la localizzazione
intracellulare delle proteine.

In questo lavoro di tesi, dimostriamo che la proteina BMALI (Brain and
Muscle Arnt-like protein 1), essenziale componente dell’orologio, ¢
post-traduzionalmente modificato dal peptide SUMO (Small Ubiquitin-
related MOdifier protein). Il residuo di lisina, situato in posizione 259,
costituisce il sito accettore della proteina SUMO. In vivo, BMALI
mostra una regolazione circadiana della SUMOylazione. I nostri dati
mostrano che la SUMOylazione di BMAL1 ¢ indotta dal fattore
trascrizionale CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycle Kaput) e
che la SUMOylazione svolge un importante ruolo nell’espressione
circadiana di BMALI, nonché nel funzionamento dell’orologio

circadiano a livello cellulare.



Introduzione

Molti processi fisiologici e comportamentali di quasi tutti gli organismi
viventi presentano ritmi circardiani con oscillazioni periodiche di 24
ore. Questi ritmi sono generati in maniera endogena da un orologio
biologio che funziona sotto controllo genetico.

I ritmi circadiani sono essenzialmente regolati da tre componenti:

gli stimoli ambientali che programmano 1’orologio circadiano (detti
anche Inputs circadiani);

I’orologio circadiano o “clock®, in grado di fungere da pacemaker
molecolare;

I’insieme dei processi fisiologici e comportamentali che sono regolati
secondo ritmi circadiani e che rappresentano pertanto gli “outputs
circadiani” (Cermakian N. et al., 2000).

Tali ritmi circadiani persistono persino durante condizioni ambientali
particolari o in assenza di inputs circadiani, grazie al controllo
dell’orologio molecolare ed alle sue caratteristiche di “pacemaker”.

Nei mammiferi, il principale orologio circadiano, percio detto “Master
Clock”, risiede nel nucleo Soprachiasmatico (SCN), alla base
dell’ipotalamo, anche se recentemente orologi circadiani sono stati
ritrovati in molti tessuti non neuronali. Il master clock nel SCN
sincronizza molti «clock» periferici, che funzionano in differenti tessuti,
presumibilmente attraverso la combinazione di segnali neuronali ed
umorali (Hastings M.H., 1997; Moore R.Y. & Silver R., 1998).

Il meccanismo molecolare che costitutisce 1’orologio circadiano ¢
fondamentalmente conservato in tutti gli organismi viventi sensibili alla
luce. Gli “ingranaggi” dell’orologio sono costituiti da fattori
trascrizionali detti “geni dell’orologio”, appartenenti alla famiglia. dei
fattori di trascrizione (bHLH)-PAS (basic Helix-Loop-Helix) (Period-
Arnt-Single-minded), che includono le proteine PERIOD (PER1, PER2,
PER3), CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycle Kaput) e BMAL



(Brain and Muscle Arnt-Like protein) ed alla famiglia delle proteine del
riparo del DNA attivate da fotoni (fotoliasi) ed alla famiglia dei
criptocromi, (proteine CRY1 e CRY2) (Hirayama J. et al., 2005).
L’oscillazione periodica di questi geni e dei loro prodotti proteici
rappresenta il meccanismo attraverso il quale le cellule codificano la
progressione circadiana del tempo.

La generazione e la modulazione di tali oscillazioni ¢ finemente
controllata a livello trascrizionale, mediante fasi di attivazione e
repressione di trascrizione, interconnesse tra loro e generanti un
meccanismo di feedback negativo in grado di autoregolarsi durante le
24 ore.

Le proteine CLOCK e BMALI, costituiscono un anello fondamentale
nel mantenimento dei cicli circadiani di trascrizione. Specificatamente,
tali proteine formano degli eterodimeri, dei complessi attivi
trascrizionalmente che si legano ed attivano i promotori di altri geni, che
controllano 1’orologio, come Period ¢ Crypthocrome. A loro volta, le
proteine PER e CRY, una volta tradotte, formano un complesso che
trasloca nel nucleo in maniera tale da inibire la trascrizione mediata
dall’eterodimero CLOCK:BMALI, attraverso un’interazione diretta
proteina-proteina (Cermakian N. et al., 2000).

Inoltre, ¢ importante sottolineare che 1’eterodimero CLOCK:BMALI1 ¢
in grado di stimolare la trascrizione di altri geni controllati dal clock
centrale (ccgs), che, a loro volta, influenzano funzioni esterne al
meccanismo oscillatorio stesso e mediano I’output del clock.

Questo ¢ importante per la ritmicita circadiana di molti processi
fisiologici, come I’intake del cibo, la sintesi ed il rilascio ormonale, il
mantenimento della temperatura corporea ed altri aspetti del
metabolismo (Gekakis N. et al., 1998; Jin X. et al., 1999; Ripperger J.A.
et al., 2000).

In aggiunta ai feedback trascrizionali positivi e negativi, 1’orologio

circadiano ¢ regolato da meccanismi supplementari. Questi includono



regolazione post-trascrizionale (Kojima S. et al., 2003; Baggs J.E. et al.,
2003), modificazioni post-traduzionali (Lee C. et al., 2001),
rimodellamento della cromatina (Etchegaray J.P. et al., 2003; Crosio C.
et al., 2000), disponibilita e stabilita delle proteine del “clock™ (Yagita
K. et al., 2002; Akashi M. et al., 2002) e regolazione della loro
localizzazione intracellulare (Lee C. et al., 2001; Yagita K. et al., 2002;
Akashi M. et al., 2002; Kondratov R.V. et al., 2003).

Le modificazioni post-traduzionali delle proteine del clock
comprendono 1’ubiquitinazione, I’acetilazione, la fosforilazione e la
SUMOylazione.

La SUMOylazione ¢ una modificazione basata sul legame covalente
della proteina SUMO (Small Ubiquitin-related MOdifier protein) a
residui aminoacidici di lisina. Tale modificazione ¢ reversibile ed ¢
controllata da un pathway enzimatico simile a quello
dell’ubiquitinazione (Gill G., 2003; Muller S. et al., 2001; Gill G.,
2004). La SUMOylazione dei fattori di trascrizione pud regolarne
I’attivita trascrizionale, la localizzazione cellulare e sub-nucleare ¢ la
stabilita. (Gill G., 2004; Desterro J.M. et al., 1998; Matunis M.J. et al.,
1998; Salinas S. et al., 2004). La SUMOylazione ¢ resa reversibile da
proteasi SUMO-specifiche, come 1’enzima ULP1 (Ubiquitin-Like
Protein Processing 1) nel lievito e la proteasi SENP1 (SENtrin Protease)
nei mammiferi (Li S.J. et al., 1999; Bailey D. et al., 2004).

Dato che la SUMOylazione ha una notevole importanza nel controllo
dell’espressione genica, nel nostro lavoro di tesi abbiamo investigato il
suo possibile coinvolgimento nella regolazione dell’attivita
trascrizionale delle proteine che compongono 1’orologio circadiano. Lo
scopo della tesi ¢ stato quello di investigare se 1 fattori trascrizionali
dell’orologio fossero covalentemente modificati dal peptide SUMO, la
sua regolazione in vivo ¢ 1’eventuale ruolo funzionale nel mantenimento

dell’attivita circadiana di tali proteine.



Capitolo 1. Regolazione del clock circadiano

La maggior parte degli organismi viventi hanno degli orologi endogeni,
che permettono loro di adattarsi alle condizioni ambientali cicliche,
come ad esempio variazioni giorno/notte, variazioni annuali della luce e
della temperatura (Menaker M. et al., 1997). I ritmi circadiani sono
delle oscillazioni dei parametri fisiologici, che presentano un ciclo con
un periodo di lunghezza di circa 24 ore (dal latino “circa diem”).

Il sistema circadiano ¢ responsabile della regolazione di un’ampia
varieta di ritmi fisiologici e comportamentali (Lowrey P.L. et al., 2004;
Reppert S.M. et al., 2002).

In particolare, i ritmi circadiani sono regolati da tre componenti:

gli stimoli ambientali che programmano I’orologio circadiano (detti
anche Inputs circadiani);

I’orologio circadiano o ‘“clock”, in grado di fungere da pacemaker
molecolare;

I’insieme dei processi fisiologici e comportamentali che sono regolati
secondo ritmi circadiani e che rappresentano pertanto gli “outputs
circadiani”.

Tali ritmi circadiani persistono persino durante condizioni ambientali
particolari o in assenza di inputs circadiani, grazie al controllo
dell’orologio molecolare ed alle sue caratteristiche di “pacemaker”.

Nei mammiferi, il principale orologio circadiano, percio detto “Master
Clock”, risiede nel nucleo Soprachiasmatico (SCN), (Hastings M.H.,
1997; Moore R.Y. & Silver R., 1998) alla base dell’Ipotalamo, anche se
recentemente orologi circadiani sono stati ritrovati in molti tessuti non
neuronali. Il meccanismo del clock nel SCN e nei tessuti periferici ¢
stato dimostrato essere simile a livello molecolare (Balsalobre A. et al.,
2000; Nagoshi E. et al., 2004; Welsh D.K. et al., 2004; Brown S.A. et
al., 2005).



Il master clock nel SCN sincronizza molti “clocks” periferici, che
funzionano in differenti tessuti, presumibilmente attraverso la
combinazione di segnali neuronali ed umorali (Yamazaki S. et al., 2000;
Yoo S.H. et al., 2004).

Il meccanismo molecolare che costitutisce 1’orologio circadiano ¢
fondamentalmente conservato in tutti gli organismi viventi sensibili alla
luce. Gli “ingranaggi” dell’orologio sono costituiti da fattori
trascrizionali detti “geni dell’orologio”. L’oscillazione periodica di
questi geni e dei loro prodotti proteici rappresenta il meccanismo
attraverso il quale le cellule codificano la progressione circadiana del
tempo (Ko C.H. et al., 2006).

La generazione e¢ la modulazione di tali oscillazioni ¢ finemente
controllata a livello trascrizionale mediante fasi di attivazione e
repressione di trascrizione, interconnesse tra loro e generanti un
meccanismo di feedback negativo in grado di autoregolarsi durante le
24 ore (Lowrey P.L. et al., 2004; Reppert S.M. et al., 2002).

I geni circadiani sono essenziali nel creare e sostenere i1 ritmi in
condizioni costanti; infatti, la loro inattivazione generalmente porta ad
aritmicita oppure a periodi piu corti o piu lunghi. Molti di questi geni
codificano per fattori di trascrizione o proteine che funzionano in
qualche modo nella regolazione dei geni stessi, enfatizzando 1’idea che
la generazione e la modulazione dei ritmi dipendono principalmente dai
loops di feedback trascrizionali e dall’attivazione e repressione
dell’espressione genica.

I1 loop trascrizionale positivo dell’orologio ¢ regolata da membri della
famiglia dei fattori di trascrizione (bHLH)-PAS (basic Helix-Loop-
Helix) (Period-Arnt-Single-minded), CLOCK e BMALI. Queste due
proteine eterodimerizzano ed iniziano la trascrizione di geni bersaglio,
quali i geni Period (nei topi, Perl, Per2 e Per3) ed i criptocromi (Cryl
e Cry2), contenenti sequenze enhancer di tipo “E-box” nel promotore

(King D.P. et al., 1997; Gekakis N. et al., 1998; Kume K. et al., 1999;
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Bunger M.K. et al., 2000; Zheng B. et al., 2001). A sua volta, la fase di
repressione trascrizionale o “feedback negativo” ¢ dato dagli
eterodimeri PER:CRY, che traslocano nel nucleo ed inibiscono la loro
stessa trascrizione agendo sul complesso CLOCK:BMALI (Kume K. et
al., 1999; Lee C. et al., 2001; Okamura H. et al., 1999; Shearman L.P. et
al., 2000; Sato T.K. et al., 2006).

Un altro loop regolatorio ¢ indotto dagli eterodimeri CLOCK:BMALI,
che attivano la trascrizione dei recettori nucleari orfani relativi all’acido
retinoico, Rev-erba ¢ Rora (Preitner N. et al., 2002; Sato T.K. et al.,
2004; Triqueneaux G. et al., 2004; Akashi M. et al., 2005). Questi
ultimi, di conseguenza, competono per i siti di legame del recettore
orfano relativo all’acido retinoico (ROREs) presenti nel promotore del
gene Bmall. E’ stato, infatti, dimostrato che membri di ROR (a, B ey) e
REV-ERB (a e ) sono capaci di regolare Bmall attraverso ROREs
(Guillaumond F. et al., 2005). Piu precisamente, i RORs attivano la
trascrizione di Bmall (Sato T.K. et al., 2004; Akashi M. et al., 2005;
Guillaumond F. et al., 2005), mentre i REV-ERBs reprimono il processo
della trascrizione (Preitner N. et al., 2002; Guillaumond F. et al., 2005).
Questi cicli autoregolatori trascrizionali, descritti in figura 1, durano
circa 24 ore per completare un ciclo e costituiscono il clock molecolare
circadiano. In aggiunta a tali cicli, i ritmi circadiani sono mantenuti da
supplementari livelli di regolazione e complessita. Questi includono
regolazione post-trascrizionale (Kojima S. et al., 2003; Baggs J.E. et al.,
2003), modificazioni post-traduzionali (Lee C. et al., 2001),
rimodellamento della cromatina (Etchegaray J.P. et al., 2003; Crosio C.
et al., 2000), stabilita delle proteine dell’orologio (Yagita K. et al.,
2002; Akashi M. et al., 2002) e regolazione della loro localizzazione
intracellulare (Lee C. et al., 2001; Yagita K. et al., 2002; Akashi M. et
al., 2002; Kondratov R.V. et al., 2003). Questi processi contribuiscono
significativamente alla precisione del meccanismo dell’orologio nei

mammiferi (Lowrey P.L. et al., 2000; Toh K.L. et al., 2001; Akashi M.
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et al.,, 2002; Eide E.J. et al., 2002, 2005; Xu Y. et al., 2005). Un
accumulo di tali proteine, infatti, potrebbe portare ad un equilibrio
nell’attivazione trascrizionale dei geni del clock e quindi, a perdita di
ritmicitd nell’espressione genica. Inoltre, altri fattori critici che
contribuiscono alla regolazione della stabilita delle proteine
dell’orologio circadiano sono la caseina chinasi [ € (CKlg) e la caseina
chinasi I 8 (CKId) (Lowrey P.L. et al., 2000; Akashi M. et al., 2002;
Eide E.J. et al., 2002; Xu Y. Et al., 2005).

Cytoplasm

REV-ERBs

CKlsd o o

OB O+
OPERS

@: :@ Qe
BMALI1 CLOCK

PER__®_®

@CRY

/ CKle-d
\ NAN~

’ ........................... } Clock output/ Rhythmic

biological processes
BMAL1 CLOCK

Fig.1: 1l clock circadiano dei mammiferi ¢ regolato da una serie di
interconnessi “loops” trascrizionali e traduzionali.

Occorre precisare che alcuni segnali ambientali possono resettare
giornalmente la fase dei ritmi molecolari interni, in maniera tale che il

comportamento degli organismi rimanga legato ai ritmi nel suo
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ambiente. Il principale segnale di resetting per gli animali ¢ la luce,
fornita dai cicli giorno-notte (Cermakian N. et al., 2000, 2002; Reppert
S.M. et al., 2001; Young M.W. et al., 2001). I segnali luminosi sono
percepiti dalla retina e I’informazione ¢ convogliata al SCN attraverso il
tratto retino-ipotalamico (RHT) (Moore R.Y. et al., 1995) ed inducono
nei neuroni del SCN una cascata di eventi. Piu precisamente si osserva,
a livello dei neuroni delle sinapsi del SCN ventrolaterale il rilascio del
glutammato.

L’attivazione dei recettori ionotropici del glutammato nelle cellule del
SCN inizia una cascata di eventi che porta al cambiamento di fase o
“fase shift” del clock, che porta all’induzione di geni a risposta
immediata, come c-fos, fos B o NGF1-A (Kornhauser J.M. et al., 1990) e
geni del clock, come Perl e Per2 (Albrecht U. et al., 1997; Shearman
L.P. et al., 1997), il rimodellamento specifico della cromatina, come la
fosforilazione dell’istone H3. L’induzione dei geni Perl e c-fos ¢
dipendente dall’attivazione delle MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinase) (Obrietan K. et al., 1998), di ERK (Extracellular Signal-
Regulated Kinase) e dal fattore di trascrizione CREB (cAMP-
Responsive Element Binding protein) (Gau D. et al, 2002;
Travnichova-Bedova Z. et al., 2002) (fig.2).
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Fig.2: Vie di traduzione dei segnali luminosi nei neuroni del SCN.

La proteina CREB, nel SCN dei topi, ¢ attivata dalla fosforilazione dopo
stimolazione alla luce. Questo stimolo produce una variazione del
periodo del ciclo circadiano (Ginty D.D. et al., 1993). La proteina
CREB, a sua volta, ¢ un importante punto finale di convergenza di
diverse vie di traduzione del segnale (de Cesare D. et al., 1999). In
particolare, 1’attivazione del pathway MAPK/ERK risulta in una potente
attivazione di CREB, mediante fosforilazione nel residuo di serina 133.
Le MAPK sono attivate nel SCN di topo in risposta agli impulsi
luminosi durante la fase “buia” del ciclo e richiede la fosforilazione di

ERKs e CREB (Obrietan K. et al., 1998).
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Il legame tra il recettore glutammato e 1’attivazione delle MAPK e
CREB ¢ dato da un precoce step, in cui si ha I’attivazione dell’ossido
nitrico sintasi ed il conseguente influsso di Ca®" nelle cellule del SCN.
Questo indica che 1’ossido nitrico diffonde tra le cellule del SCN, forse
contribuendo alla sincronizzazione tra le cellule del clock ed
all’amplificazione del segnale (Ding J.M. et al., 1994).

I cambiamenti intracellulari dei livelli di calcio potrebbero portare
anche all’attivazione della PKA (cAMP-activated protein kinase), della
PKC (protein kinase ¢) e della CaMK (Ca*'-calmodulin-dependent
kinase).

Altri tipi di neurotrasmettitori sono coinvolti nella trasmissione di
segnali non-fotici del SCN (Hastings M.H. et al., 1997; Maywood E.S.
et al., 1999), nella comunicazione tra le cellule del SCN e nel modulare
la risposta alla luce (Shinohara K. et al., 2000; Welsh D.K. et al., 1995;
Pickard G.E. et al., 1997). Questi includono il GABA (acido y-
aminobutirrico), dopamina, serotonina, neuropeptide Y e 1’ormone
melatonina.

La fotorecezione circadiana coinvolge vie di trasmissione che sono
distinte da quelle usate per la formazione dell’immagine. Il principale
fotopigmento coinvolto nella ricezione dei segnali luminosi ¢ la
melanopsina, una nuova opsina presente nell’occhio ed in altre strutture
fotorecettive degli anfibi ed esclusivamente nell’occhio dei primati e dei
roditori (Provencio I. et al., 2000). La sua distribuzione ¢ ristretta ad un
piccolo subset di cellule gangliari retinali (RGCs). E’ ancora in dubbio,
il ruolo svolto dalle due proteine CRY nella fotorecezione nei
mammiferi.

Non ¢ stata dimostrata invece 1’esistenza di una fotorecezione nei tessuti
periferici nei mammiferi. La luce ha effetto sugli oscillatori periferici
dei mammiferi in maniera indiretta. I1 SCN integra i segnali fotici dalla

retina e dal RHT ed allora sincronizza gli oscillatori periferici attraverso
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produzione circadiana di ormoni e neurotrasmettitori (Yamazaki S. et
al., 2000; Abe M. et al., 2002) (Fig.3).

In assenza dei segnali nel SCN, le oscillazioni si attenuano rapidamente
negli oscillatori periferici (Yamazaki S. et al., 2000; Abe M. et al.,
2002; Balsalobre A. et al., 1998).

La generazione di ritmi circadiani in tessuti periferici richiede
I’attivazione di nervi efferenti, sia da varie aree del cervello (LeSauter J.
et al., 1998) che da tessuti, che si connettono attraverso il sistema
nervoso autonomo (Ueyama T. et al., 1999). E’ comunque chiaro che la
trasmissione dell’informazione ritmica, richiede anche segnali
diffusibili (Lowrey P. et al., 2000). Alcune molecole di questo tipo sono
peptidi; infatti, una proteina ben caratterizzata, presente nel clock del
topo, ¢ il DBP (D-site albumin promoter-binding protein), che funziona
come un fattore di trascrizione (Mueller C.R. et al., 1990). Esso ¢
espresso ritmicamente in vari tessuti e guida ’espressione di parecchi
geni, in particolare nel fegato. Dato che I’espressione di DBP ¢
controllata dall’eterodimero CLOCK-BMAL1 (Ripperger J.A. et al.,
2000), questo fattore di trascrizione potrebbe essere coinvolto nella
generazione di output del clock, guidando I’espressione ritmica di altri
geni controllati dal clock.

Un altro fattore di trascrizione coinvolto nella funzione di output del
clock ¢ il modulatore CREM (cAMP-Responsive Element Modulator),
un membro della famiglia CREB. Una delle isoforme generate dal gene
CREM, I'ICER (Inducile cAMP Early Repressor) modula, nel topo, la
sintesi della melatonina, regolando direttamente 1’espressione del gene
serotonina N-acetiltransferasi, che contiene un dominio CRE (cAMP
Responsive Element) nella sua regione promotrice (Foulkes N.S. et al.,
1997).

I clocks periferici possono essere controllati o sincronizzati dal clock
centrale anche attraverso segnali ormonali che oscillano in modo

circadiano (Balsalobre A. et al., 1998) oppure da restrizioni di cibo.
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Fig.3: La regolazione degli orologi circadiani nei tessuti periferici dei
mammiferi

E’ stato dimostrato che 1 glucocorticoidei, ormoni secreti nel sangue in
cicli circadiani, possono resettare 1’orologio, cambiando 1’espressione
del gene Per nei tessuti periferici senza influenzare 1’orologio centrale
nel SCN (Balsalobre A. et al., 2000). Al contrario della luce, che attiva
I’espressione del gene Per solamente di notte, il segnale dei
glucorticoidei puo indurre I’espressione del gene Per sempre durante il
giorno.

Il promotore umano del gene Perl, in aggiunta al pathway dell’cAMP
ed in maniera indipendente dalla fosforilazione di CREB e
dall’attivazione delle MAPKs, pud essere attivato anche

dall’interleuchina 6 (Motzkus D. et al., 2002).
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Inoltre, I’interferone-a puo distruggere il ritmo dell’attivita locomotoria,

la temperatura corporea e [’espressione dei geni del clock nei topi

(Ohdo S. et al., 2001).
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I.1. Proprieta strutturali e funzionali dei fattori di

trascrizione che controllano il clock circadiano.

Le proteine CLOCK e BMAL1

Le proteine CLOCK e BMALI sono caratterizzate da un dominio
bHLH e due domini PAS, che sono richiesti, rispettivamente, per il
legame al DNA e I’eterodimerizzazione. Il dominio C-terminale della
proteina CLOCK ha un repeat di poli-glutamina (aminoacidi 751-769),
caratteristico dei domini di attivazione in molti fattori di trascrizione.
Inoltre, entrambe le proteine presentano dei domini putativi altamente
conservati che controllano la traslocazione al di fuori (Nuclear Export
Signal) (NES) e verso I’interno del nucleo (Nuclear Localization Signal)
(NLS), rispettivamente adiacenti ai domini PAS A ed bHLH.

Tali proteine presentano oscillazione circadiana nel loro stato
fosforilativo e nella loro distribuzione cellulare, sia a livello del fegato
di topo che del nucleo soprachiasmatico, in cui ¢ situato il pacemaker
centrale dei mammiferi (Schibler U., Sassone-Corsi P., 2002). Le forme
fosforilate di entrambe le proteine sono principalmente nucleari (Lee C.
et al., 2001; Kondratov R.V., et al., 2003; Tamaru T. et al., 2003).
Inoltre, la dimerizzazione CLOCK-BMALI induce la fosforilazione di
ciascuna proteina e facilita la loro localizzazione nucleare (Kondratov
R.V., et al., 2003). I cambiamenti circadiani nella distribuzione cellulare
e nella fosforilazione di entrambe le proteine sono, a loro volta,
associati con la loro attivita trascrizionale. Precedenti dati di letteratura
hanno mostrato che le proteine CRY sono coinvolte in queste
modificazioni post-traduzionali. In effetti, in cellule deficienti per CRY,
i livelli della proteina BMALI fosforilati risultano aumentati, mentre, la
proteina CLOCK non fosforilata, che normalmente ¢ localizzata

principalmente nel citoplasma, si trova nel nucleo (Lee C. et al., 2001;
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Kondratov R.V., et al., 2003). Non sono ancora del tutto noti, in che
modo le proteine CRY possano influenzare le modificazioni post-
traduzionali delle due proteine.

E stato anche dimostrato che le due chinasi, CKI (Casein Kinase 1) e
MAPK, sono capaci di fosforilare, in vitro, la proteina BMALI1 (Eide
E.J. et al, 2002; Sanada K. et al., 2002). In particolare le MAPK
fosforilano il residuo di serina in posizione 527, il residuo di treonina in
posizione 534 ed il residuo di serina in posizione 599, che sono
altamente conservati tra le proteine BMAL1 dei vertebrati (Sanada K. et
al., 2002). I siti di fosforilazione della CKI sulla proteina BMAL1 non
sono stati ancora identificati, ma c’¢ una sequenza consenso nel
dominio C-terminale delle proteine BMALI1 dei vertebrati, che
sembrerebbe coincidere in parte con la sequenza consenso delle MAPK,
suggerendo, quindi, una competizione tra le due chinasi per quanto
riguarda la regolazione funzionale della proteina BMALI1 (Eide E.J. et
al., 2002).

Anche la proteina CLOCK contiene nella sua regione centrale una
sequenza altamente conservata di fosforilazione per la caseina chinasi I.
Tuttavia, la CKlIe non sembra fosforilare CLOCK, in vitro (Eide E.J. et
al., 2002). Nel fegato di topo, la CKle forma un complesso trimerico
con CRY-PER, che trasloca nel nucleo per associarsi con il dimero
CLOCK-BMALI e cosi, downregolare la transattivazione CLOCK-
BMALI dipendente (Lee C. et al., 2001). E’ possibile che la CKI possa
fosforilare in tale complesso multimerico sia la proteina CLOCK, che la
proteina BMALI, modulando la trascrizione mediata dall’eterodimero

CLOCK-BMALI.
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Le proteine CRY

Nei mammiferi sono state identificate due proteine CRY: CRY1 e
CRY2 (Kobayashi Y. Et al.,, 2000; Cermakian N. et al., 2002),
appartenenti alla famiglia delle proteine del riparo del DNA attivate da
fotoni (fotoliasi) e alla famiglia dei criptocromi. Esse presentano un
dominio N-terminale di legame per il cromoforo, altamente conservato
tra tutte le proteine CRY ed un dominio C-terminale, piuttosto
divergente (Todo T., 1999). Funzionalmente, nei mammiferi le due
proteine CRY1 e CRY2 sembrano esercitare opposte funzioni
nell’oscillatore circadiano, dato che i topi, che mancano dei geni Cryl e
Cry2 presentano, rispettivamente, accelerata o ritardata periodicita
“free-running” dell’attivita locomotoria (Vitaterna M.H. et al., 1999).
Tuttavia, entrambe le proteine agiscono come forti repressori
trascrizionali, interagendo direttamente con I’eterodimero CLOCK-
BMALI, a livello nucleare (Lee C. et al., 2001; Griffin E.A. et al.,
1999). Per svolgere la loro attivita trascrizionale repressiva sono
essenziali sia la traslocazione nucleare che I’interazione con
I’eterodimero. Lo studio dei geni Cry in zebrafish ha permesso
I’identificazione di tre domini, che corrispondono ai residui 126-196,
197-263 e 264-293 (indicati, rispettivamente, come RD-1, RD-2a ¢ RD-
2b) (Hirajama J. et al., 2003). Questi domini sono conservati in tutti 1
repressori CRY di differenti specie. I due domini RD-1 e RD-2a sono
richiesti per 1’interazione con 1’eterodimero CLOCK-BMALI, invece, i
domini RD-1 e RD-2b sono richiesti per la localizzazione nucleare, in
quanto in quest’ultimo dominio ¢ presente una sequenza simile a NLS
(Nuclear Localization Signal) ed ¢ conservato tra le proteine CRY dei
vertebrati (Hirajama J. et al., 2003). In realta, anche I’estensione C-
terminale delle proteine CRY dei vertebrati sembra essere essenziale per
la localizzazione nucleare (Zhu H. et al., 2003). E’ stato identificato

nell’estensione C-terminale di mCRY2 un dominio NLS, altamente
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conservato nei mammiferi, che media 1’entrata nucleare di CRY2
attraverso il sistema dell’importina o/.

Nel fegato di topo, le proteine CRY sono state trovate principalmente
nel citoplasma, dove dimerizzano con le proteine PER e di conseguenza,
traslocano nel nucleo, nello stesso tempo quando viene downregolata la
trascrizione dell’eterodimero CLOCK:BMALI1 (Lee C. et al., 2001).
Non ¢ ancora chiaro come sia regolata la traslocazione nucleare delle
proteine CRY (Kume K. et al., 1999).

Inoltre, le proteine PER sembrano essere importanti per la fosforilazione
delle proteine CRY, da parte della CKI. In effetti, la caseina chinasi I e
le proteine CRY non interagiscono direttamente, ma entrambe possono
legarsi contemporaneamente alle proteine PER (Akashi M. et al., 2002;
Eide E.J. et al., 2002). Queste ultime sembrano funzionare da adattatori
che portano entrambe le proteine nello stesso complesso ternario, in cui
la CKI puo, quindi, accedere e fosforilare le proteine CRY (Eide E.J. et
al., 2002). Studi recenti hanno dimostrato che anche la chinasi MAP puo
interagire direttamente e quindi fosforilare CRY1 e CRY2,
rispettivamente nel residuo di serina 247 e nel residuo di serina 265,
altamente conservati (Sanada K. et al., 2004). La fosforilazione di questi
residui riduce 1’attivita repressoria di CRY. Inoltre, la MAPK fosforila il
residuo di serina 557, localizzato all’estremita C-terminale di CRY2. Le
fosforilazioni mediate dalla CKI e dalle MAPK potrebbero regolare la
funzione delle proteine CRY in differenti modi, causando 1’opposto

fenotipo comportamentale, che si osserva nei topi mutanti.

Le proteine PERIOD

Le proteine PERIOD sono componenti centrali del clock circadiano.
Esse presentano due domini PAS, attraverso i quali essi dimerizzano.

Tali domini sono stati descritti per la prima volta in tre proteine di



Drosofila, PER (PERiod), ARNT (Arylhydrocarbon Receptor Nuclear
Translocator) e SIM (SIngle-Minded) ed in seguito, sono stati scoperti
essere presenti in varie proteine circadiane ed in molti fattori di
trascrizione (Yildiz O. et al., 2005).

Tutte le proteine PER contengono nella regione centrale siti di legame
per la caseina chinasi I (CKI), anche se ciascuna proteina presenta una
differente affinita di legame. Questi domini nelle proteine PER1 e PER2
di topo sono altamente conservati, mentre nella proteina PER3 di topo
sono piuttosto divergenti, con una piu debole affinita di legame per CKI
(Akashi M. et al., 2002; Lee C. et al., 2004).

Studi genetici hanno rivelato che, mentre PER1 e PER2 svolgono un
ruolo cruciale nella ritmicita circadiana, PER3 non ¢ necessario per la
funzione del clock (Bae K. et al., 2001; Zheng B. et al., 2001). In
particolare, la mancanza di una stabile interazione della CKI con PER3
¢ associata alla sua incapacita a sostenere la funzione del clock
circadiano (Lee C. et al., 2004).

E’ importante notare che i domini di legame per la CKI di tutte le
proteine PER in differenti specie contengono un motivo di
fosforilazione per CKI altamente conservato (aminoacidi 613-626 in
mPER3). La fosforilazione mediata da CKI di mPER3 attraverso la sua
ubiquitinazione e degradazione mediante proteosoma, supporta il ruolo
della fosforilazione nella destabilizzazione delle proteine PER (Akashi
M. et al., 2002).

La CKlIe puo anche fosforilare il residuo di serina presente nel motivo di
riconoscimento mPER2 per B-TrCP (B-Transducin repeat-containing
protein), la proteina adattatrice che agisce come ligasi di tipo E2 per il
legame dell’ubiquitina su mPER2 (Eide E.J. et al., 2005). Dato che
I’instabilita delle proteine ¢ un prerequisito essenziale per 1’oscillazione
dei livelli di proteine dell’orologio, questi domini altamente conservati
costituiscono una componente essenziale nel meccanismo circadiano

delle proteine PER.
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La CKI, oltre a regolare la stabilita delle proteine PER, controlla
specificatamente anche la loro localizzazione intracellulare,
mascherando o meno le loro sequenze di localizzazione (Akashi M. et
al., 2002; Vielhaber E. et al., 2001; Miyazaki K. et al., 2001; Takano A.
et al., 2004) E’ importante anche sottolineare che la distribuzione e le
modificazioni post-traduzionali delle proteine PER sono influenzate
dalla loro associazione con le proteine CRY. In effetti, i due domini
PAS e le regioni altamente conservate C-terminale delle proteine PER
sono richieste, rispettivamente per la dimerizzazione PER-PER e PER-
CRY. In particolare, le diverse possibilita di associazioni delle proteine
PER generano effetti distinti sulla loro localizzazione subcellulare e
sulle modificazioni post-traduzionali. Ad esempio, in modelli cellulari,
I’interazione PER1-PER2 induce una rilocalizzazione subcellulare di
PER1 dal nucleo al citoplasma (Vielhaber E. et al., 2000). Inoltre
I’eterodimerizzazione di PER1 o PER2 con PER3 facilita la
traslocazione nucleare delle due proteine (Yagita K.et al., 2000).

La dimerizzazione PER-CRY sembra essere essenziale per I’accumulo
di entrambe le proteine, dato che sono stati osservati un piu basso
accumulo di CRY1/2 e PER1/2, rispettivamente, nei nuclei di fegato di
topi doppi mutanti Peri/2 e Cryl/2 (Lee C. et al., 2001). La natura
cooperativa delle interazioni PER-CRY ¢ ulteriormente sostenuta
dall’osservazione che tale dimerizzazione stabilizza entrambe le

proteine, prevenendo la loro degradazione (Yagita K. et al., 2002).
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1.2. Mutazioni nei geni del clock dei mammiferi

La perdita o la mutazione di specifici geni del clock pud portare a
periodi di oscillazioni con periodo alterato (come ad esempio in topi
deficienti per i geni Cryl, Cry2, Perl, Per3, CKle), rallentato (come ad
esempio in topi deficienti clock, Per2) oppure distruzione (come ad
esempio in topi deficienti Bmall) della ritmicita circadiana in
condizioni costanti (Albrecht U., 2002).

In particolare, 1 topi doppi mutanti Cryl/Cry2 (van der Horst G.T.J. et
al., 1999; Vitaterna M.H. et al., 1999) e Peri/Per2 (Bae K. et al., 2001;
Zheng B. et al., 2001) perdono immediatamente la ritmicita circadiana,
confermando I’importanza di questi geni nel meccanimo del clock.

Il solo gene non ridontante nel clock finora identificato ¢ Bmall
(Mop3).

La delezione di questo gene, infatti, porta, in condizione di buio
costante, ad immediata aritmicitd. A livello molecolare, non c’¢
espressione di Perl e Per2 nel SCN, il che sta ad indicare che Bmall
regola positivamente ’espressione dei geni Per (Bunger M.K. et al.,
2000).

I topi con distruzione di entrambi i geni Cryl e Cry2 hanno un
comportamento aritmico (van der Horst G.T.J. et al., 1999; Vitaterna
M.H. et al., 1999) e mostrano espressione costante non ciclica dei geni
Perl e Per2 nel SCN e nei tessuti periferici. Questo indica che i geni
Cry agiscono come regolatori negativi dell’espressione del gene Per. 1
topi che mancano del gene Cry/ o del gene Cry2 sono ritmici, ma
presentano un alterato periodo. In particolare, i topi Cry/”" hanno un
periodo pitl corto di 24 ore, mentre il periodo dei topi Cry2”" & pit lungo
di 24 ore.

In condizione di buio costante, i clocks di questi topi procedono,

rispettivamente, piu veloci o piu lenti, supportando I’idea che il clock
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consiste di due oscillatori, che agiscono in maniera opposta (Daan S. et
al., 2001; Pittendrigh C.S. et al., 1976).

I topi con mutazioni nel gene Per2 presentano una graduale perdita
dell’attivita locomotoria circadiana ed una ridotta espressione di Per/ e
Cryl, cosi come uno shift del picco di espressione di Bmall (Bae K. et
al., 2001; Shearman L.P. et al., 2000; Zheng B. et al., 1999, 2001),
mentre I’espressione di Per3 e Clock non ¢ influenzata (Zheng B. et al.,
1999). Questo dimostra che Per2 ha un ruolo di regolatore positivo
dell’espressione dei geni circadiani (Zheng B. et al., 1999). I topi Perl -
mostrano ritmi di mRNA inalterati per Per2, Cryl e Bmall (Shearman
L.P. et al., 2000; Zheng B. et al., 2001). Nei tessuti periferici, la proteina
PER?2 totale si accumula nel nucleo delle cellule del fegato (Zheng B. et
al., 2001); al contrario, di quanto succede nelle cellule del SCN (Bae K.
et al., 2001). Dato che il meccanismo del clock ¢ lo stesso nel SCN e nel
fegato, PERI svolge un ruolo importante nel regolare post-
trascrizionalmente PER2, influenzandone cosi, il trasporto nucleare.
Una riduzione o una perdita della proteina PER2 nel nucleo porta ad una
variazione nella trascrizione di Bmall (Shearman L.P. et al., 2000) e
determina 1’espressione non sincrona dei componenti del clock, con
conseguente instabilita della durata del periodo (Zheng B. et al., 2001) o
perdita della ritmicita circadiana (Bae K. et al., 2001) nei topi mutanti
per Perl. In condizioni di luce costante, la lunghezza del periodo dei
mutanti di Per/ ¢ piu lungo di 24 ore, mentre per i mutanti di Per?2 ¢ piu
corto e non ¢ stata osservata perdita di ritmicita.

I topi clk/clk, caratterizzati dal gene Clock deleto nell’istone 19,
esprimono una proteina CLOCK mutata, la quale pud ancora legarsi agli
elementi regolatori dei suoi geni target insieme con BMALI1, ma non ne
attiva la loro trascrizione (Gekakis N. et al., 1998). Inoltre, tali topi
presentano un periodo estremamente piu lungo ed in condizioni di buio

costanti, un comportamento aritmico (Vitaterna M.H. et al., 1994).
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Recentemente, Debruyne e collaboratori hanno prodotto ed analizzato
topi omozigoti, mancanti del gene Clock. Questi animali,
sorprendentemente, mostrano ancora, in condizioni di buio costante, una
normale ritmicita dell’attivita locomotoria circadiana, anche se la
lunghezza del periodo ¢ alquanto piu corta di quella misurata nei topi
wild-type. A livello molecolare, questi topi continuano a presentare
ritmicita circadiana nell’espressione dei geni del clock, anche se con
ampiezza ridotta, sia a livello del SCN che del fegato (Debruyne J.P. et
al., 20006).
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Capitolo II. Modificazioni post-traduzionali:

SUMOylazione

Le modificazioni post-traduzionali delle proteine permettono alla cellula
di organizzare una rapida risposta a vari cambiamenti esterni ed a
differenti tipi di stimoli. Tali modificazioni, essenziali per la crescita e
lo sviluppo di tutti gli organismi, permettono di regolare 1’attivita, la
funzione, la stabilita e la localizzazione intracellulare delle proteine. I
tipi di modificazione post-traduzionali meglio caratterizzati sono quelli
che coinvolgono la coniugazione di piccoli gruppi chimici alle proteine
bersaglio, come per es., la fosforilazione, 1’acetilazione, la metilazione
(Kim K.I., et al., 2002). Negli ultimi anni, pero, sono state studiate con
maggiore attenzione le modificazioni post-traduzionali basate sul
legame covalente di piccoli peptidi che possono influenzare la funzione
della proteina stessa. Questo tipo di modificazione ¢ maggiormente
esemplificato  dal sistema  dell’ubiquitina. La coniugazione
dell’ubiquitina alle proteine bersaglio ¢ un processo estremamente
complesso, che richiede molteplici step, ognuno caratterizzato da
specifici enzimi (Hochstrasser M., 1996; Varshavsky A., 1997). Nel
primo step, I'ubiquitina ¢ attivata dall’enzima attivante-1’ubiquitina,
detto EIl. In particolare, tale enzima adenila I’estremita carbossi-
terminale dell’ubiquitina, che mediante un legame tioestere ad alta
energia, si lega ad un residuo di cisteina di El. Successivamente,
I’ubiquitina viene trasferita ad un residuo di cisteina dell’enzima
coniugante 1’'ubiquitina, E2. Questo, a sua volta, catalizza la formazione
del legame isopeptidico tra I’estremitd  carbossi-terminale
dell’ubiquitina e I’e-amino gruppo di un residuo di lisina della proteina
bersaglio.

Generalmente, quando le proteine sono coniugate a catene di

poliubiquitina, 1’ubiquitinazione generalmente induce la degradazione
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delle proteine modificate a livello del proteosoma 26S (Hochstrasser
M., 1996). Quando, invece, le proteine sono legate ad una singola
molecola di ubiquitina, monoubiquitinazione, tale pathway sembra
essere principalmente coinvolto in altri processi, quali endocitosi,
regolazione trascrizionale, riparazione del DNA, progressione del ciclo
cellulare, differenziazione cellulare, risposte da stress.

Recentemente, sono state identificate parecchie proteine, simili per
struttura primaria all’ubiquitina (Johnson P.R. et al., 1997; Saitoh H. et
al., 1997). Queste proteine possono essere divise in due gruppi, quelle
che sono strettamente connesse all’ubiquitina con identita maggiore del
35% e quelle che sono debolmente identiche all’ubiquitina con identita
minore del 20%. Al primo gruppo appartengono proteine come, il
nucleotide Rad23p (excision repair protein) (Watkins J.F., 1993),
Dsk2p, che ¢ coinvolto nella duplicazione del fuso polare (Biggins S.,
1996) e I’interferon-inducible UCRP (ubiquitin cross-reactive protein)
(Loeb K.R. et al., 1992). Al secondo gruppo appartengono proteine
come, Smt3p (Meluh P.B. et al., 1995), SUMOI1 (Matunis M.J. et al,
1996; Mahajan R. et al., 1997) ed 1 suoi relativi (Mannen H. et al.,
1996.). Fra questi due gruppi, solamente UCRP, Smt3p e SUMO-1
possono essere coniugati ad altre proteine in maniera simile, ma non
identica all’ubiquitina (Loeb K.R. et al., 1994; Johnson P.R. et al., 1997;
Mahajan R. et al., 1997).

Per quanto riguarda la proteina SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier),
nei mammiferi ne sono state identificate tre diverse isoforme: SUMO-1,
-2e-3.

Nell’ uomo, SUMO-1 ¢ un polipeptide di 101 aminoacidi, che presenta
un 18% di identita rispetto alla sequenza aminoacidica dell’ubiquitina.
Al contrario, le due proteine presentano una struttura tridimensionale
molto simile, caratterizzata da un tightly packed BBappap fold (Bayer et
al., 1998). Inoltre, SUMO-1 presenta un 48% di identita con SUMO-2
ed unl 46% di identita con SUMO-3. A loro volta, SUMO-2 ¢ SUMO-3
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presentano il 95% di identita tra loro e possono essere raggruppati in
una sottofamiglia distinta da SUMO-1.

Come I'ubiquitina, SUMO-1 ¢ sintetizzata sotto forma di un precursore
con l’estremita carbossi-terminale, che deve essere processata in
maniera tale da esporre il residuo di glicina C-terminale, essenziale per
la coniugazione alle proteine bersaglio. Una caratteristica peculiare di
tale proteina ¢ la presenza di una lunga e flessibile estensione N-
terminale, la cui funzione non € ancora nota, che ¢é assente
nell’ubiquitina. Inoltre, ¢ interessante notare che SUMO-1 manca del
residuo di lisina corrispondente a quello situato in posizione 48
nell’ubiquitina, che ¢ richiesto per la formazione delle catene di poli-
ubiquitina. Questo spiega perché SUMO-1 non presenta forme di poli-
catene (Bayer et al., 1998).

Al contrario, SUMO-2/-3 possiedono nella loro regione N-terminale,
una sequenza consenso, KXE, in cui ¢ ¢ un aminoacido idrofobico e X
un qualunque aminoacido, responsabile della formazione delle catene
poli-SUMO, il cui significato funzionale non ¢ ancora noto (Tatham et

al., 2001).
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I1.1. Enzimi coinvolti nella coniugazione e

deconiugazione di SUMO

Sia la SUMOylazione che 1’ubiquitinazione sono modificazioni
reversibili, catalizzate da un pathway enzimatico simile.

In generale, entrambe le proteine, SUMO ed ubiquitina sono sintetizzate
come molecole inattive che devono essere processate in maniera tale da
esporre il residuo di glicina usato per la coniugazione. Dopo il
clivaggio, il gruppo carbossilico della glicina terminale delle due
proteine viene dapprima unito al gruppo tiolico di un enzima attivante
(E1), in un processo ATP-dipendente. Al contrario del sistema
dell’ubiquitinazione, in cui I’enzima E1 (Ubal) ¢ costituito da un
singolo polipeptide, 1’enzima SUMO-attivante ¢ un complesso
eterodimerico, formato dalle subunita Aosl (o SAE2) e Uba2 (O SAE1)
(Johnson E.S. et al., 1997; Okuma T. et al., 1999). Nell’uomo, la
subunita Aosl ¢ per il 28% identica e per il 56% simile alla meta N-
terminale dell’enzima E1 per ’ubiquitina, invece, la subunita Uba2, che
¢ simile alla meta C-terminale, contiene il residuo di cisteina attivo,
richiesto per la formazione del legame tioestere. Dobbiamo, pero,
precisare che questa subunita da sola non ¢ sufficiente per la formazione
del legame; infatti, la subunita Aosl si assembla con Uba2 in maniera
tale da formare un enzima E1 attivo per la SUMOylazione, in vitro.
Inoltre, entrambe le subunita sono localizzate a livello nucleare, anche
se sono esclusi dai nucleoli. Questo tipo di distribuzione subcellulare fa
pensare che la maggior parte della SUMOylazione proteica avvenga nel
nucleo (Muller S. et al., 2001)

Successivamente, SUMO e I’'ubiquitina vengono cedute dagli enzimi E1
ad una famiglia di enzimi, detti coniuganti (E2), che nel caso specifico
di SUMO si tratta dell’enzima Ubc9 (ubiquitin conjugating enzyme 9),

omologo funzionale degli enzimi E2 del pathway dell’ubiquitina
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(Desterro J.M. et al., 1997; Johnson E.S. et al., 1997; Schwarz S.E. et
al., 1998). Questi enzimi presentano sulla loro superficie, una differente
distribuzione di cariche. In effetti, I’enzima Ubc9 presenta sulla sua
superficie carica positiva, al contrario gli enzimi E2 per ’ubiquitina,
quali Ubc4 e Ubc7, hanno, rispettivamente, carica negativa o neutra.
Allo stesso modo, anche le superfici elettrostatiche di SUMO-1 e della
molecola di ubiquitina sono differenti (Bayer P. et al., 1998), nonostante
la loro struttura terziara sia altamente conservata. La superficie di
SUMO-1, infatti, ¢ carica negativamente e puoO, quindi, legarsi
all’enzima Ubc9, carico positivamente; invece, I’ubiquitina non pud
legarsi a questo enzima, in quanto carica positivamente. Questo sta a
significare che la differenza di cariche sulla superficie degli enzimi E2,
puo svolgere un ruolo importante nel modificare la selettivita.

Nel sistema dell’ubiquitina, le ligasi E3, coadiuvano la formazione del
legame isopeptidico tra il residuo di glicina del carbossile terminale
dell’ubiquitina ed un residuo di lisina della proteina bersaglio. Al
contrario, nel pathway di SUMOylazione, solo recentemente sono state
indentificate alcune ligasi, tra cui PIAS1, presente nei mammiferi, che
interagisce con p53 ed Ubc9. Le proteine E3 ligasi possono servire per
aumentare 1’affinita tra I’enzima Ubc9 ed i substrati, portandoli piu
vicini, con ’orientazione cataliticamente piu favorevole, permettendo,
cosi, alla SUMOylazione di avvenire alla massima velocita (Kim K.I. et

al., 2002) (Fig.4).
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Come succede nella deubiquitinazione, anche SUMO-1 pud essere
processato proteoliticamente dalle sue proteine target coniugate. A tal
proposito, sono stati identificati numerose proteasi SUMO-specifiche,
come SUSP1, SENP1, SMT3IP1 e SMT3IP2 nei mammiferi ed Ulpl ed
Ulp2 in S.cerevisae (Li S.J. et al., 1999, 2000; Gong L. et al., 2000; Kim
K.I. et al., 2000; Nishida T. et al., 2000, 2001; Schwienhorst I. et al.,
2000).
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I1.2. Ruoli biologici della SUMOylazione

La SUMOylazione esercita sui suoi bersagli una gran varieta di effetti,
alterandone la loro localizzazione cellulare, la loro stabilita e la loro
attivita, che puo essere stimolata o repressa. Inoltre, sono noti un gran
numero di processi cellulari, regolati dalla SUMOylazione, come
I’organizzazione e la funzione dei cromosomi, la riparazione del DNA,

il trasporto nucleare ed i pathways di traduzione del segnale (Kretz-

Remy C. et al., 1999).
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Fig.6: Funzioni di signalling della proteina SUMO.
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Ruolo di SUMO nella traslocazione delle proteine.

Il trasporto delle proteine all’interno ed all’esterno del nucleo ¢ un
processo finemente regolato, che coinvolge segnali target intrinseci,
come il segnale di localizzazione nucleare (NLS) ed il segnale di
esporto nucleare (NES) nelle proteine shuttling, cosi come complessi
strutturali, localizzati a livello del complesso del poro nucleare (NPC).
Tra le differenti proteine coinvolte nel trasporto nucleo-citoplasma, ¢
stata maggiormente studiata la RanGTPasi. Ran ¢ una piccola GTPasi,
nucleare, altamente conservata, importante per il trasporto nucleare
attivo. Gli stati alternanti GTP/GDP di Ran sono controllati da RCC1,
un fattore nucleotidico di scambio e RanGAP1 (RanGTPase-Activating
Protein), una proteina attivante (Dasso M. et al., 1998).

La proteina RanGAP1 ¢ stata identificata come il primo substrato della
proteina SUMO-1 (Matunis M.J. et al., 1996; Mahajan R. et al., 1997).
Questa proteina ¢ specifica per la piccola proteina GTP-asi Ran, la cui
funzione ¢ essenziale per il trasporto delle proteine nel nucleo attraverso
il complesso del poro nucleare (Melchior F. et al., 1993; Moore M.S. et
al., 1993). RanGAPI ¢ altamente concentrata a livello del complesso del
poro nucleare e forma un complesso stabile con RanBP2, un
componente dei filamenti citoplasmatici provenienti dal complesso del
poro nucleare (Wu J. et al., 1995; Yokoyama N. et al., 1995; Matunis et
al., 1996; Mahajan et al.,, 1997). L’interazione di RanGAP1 con
RanBP2 richiede la SUMOylazione di RanGAP1. Essa ¢ presente in due
differenti forme dal peso molecolare di 65 e 88 kDa. Quest’ultima ¢ una
forma modificata da SUMO di p65, che ¢ stata scoperta principalmente
associata con il complesso RanBP2. Piu precisamente, I’estremita C-
terminale del residuo di glicina in posizione 97 di SUMO-1 forma un
isopeptide legato con I’g-ammino gruppo del residuo di lisina in
posizione 526 di RanGAPI1. La localizzazione di RanGAPI1 con

RanBP2 ¢ importante per I’importo delle proteine.
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Fig.7: SUMOylazione di RanGAP1 ed importo delle proteine attraverso
il sistema Ran.

Ruolo di SUMO nella formazione della struttura subnucleare.

La fosfoproteina nucleare PML (promyelocytic leucemia) (Hodges M.
et al., 1998) ¢ costituita da un dominio ricco in prolina nell’estremita
NH,-terminale, un RING finger (zinc binding motif), due B-box, un
dominio a-elica, responsabile dell’omo- ed etero-dimerizzazione, un
NLS ed un dominio ricco in prolina-serina nell’estremita COOH-
terminale. Sono state identificate due isoforme della proteina di 97 e 69
KDa, che differiscono nella sequenza e nella lunghezza dell’estremita
COOH-terminale. Questa proteina si trova in distinte strutture
subnucleari, chiamate PML nuclear bodies (Nbs), NDI0O o PML
oncogenic domains (PODS) (Dyck J.A. et al., 1994; Koken M.H. et al.,
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1994; Weis K. et al., 1994). Queste strutture sferoidali, dal diametro di
0.3-0.5um sono strettamente associate con la matrice nucleare e sono in
numero di 10-30 per nucleo.

La fosfoproteina PML ¢ un importante target della proteina SUMO-1.
Studi indipendenti compiuti da Kamitani T. e collaboratori € Duprez E.
e collaboratori, hanno permesso di identificare i domini ed 1 residui di
lisina, richiesti per la modificazione di PML da parte di SUMO-1. In
particolare, nell’isoforma 97 kDa di PML, il dominio RING finger, il
box Bl ed il dominio carbossi-terminale (contenente NLS) sono
indispensabili per la coniugazione di SUMO-1. Il dominio C-terminale ¢
anche necessario per la coniugazione all’isoforma di 69 KDa. Inoltre, il
dominio RING finger ¢ anche coinvolto nell’interazione di Ubc9 con
PML (Kamitani T. et al., 1998b; Duprez E. et al., 1999). La delezione
del dominio NH,-terminale aumenta [’interazione di PML-SUMO,
suggerendo che questa regione pud regolare negativamente la
coniugazione di SUMO. Questo ¢ estremamente interessante, dato che
la regione N-terminale contiene potenziali siti di fosforilazione ed ¢
noto che la fosforilazione di PML inibisce 1’interazione con SUMO-1
(Muller S. et al., 1998). Piu precisamente, i residui di lisina 65, 160 e
490 rappresentano dei siti accettori di SUMO nell’isoforma di 97 KDa,
invece, il residuo di lisina 490 rappresenta il principale sito accettore di
SUMO-1 nell’isoforma di 69 KDa.

La coniugazione di SUMO a PML sembra essere importante per il
targeting dei corpi nucleari ed in condizioni normali, coesistono nella
cellula sia la forma non modificata nucleoplasmatica di PML che i
coniugati SUMO-1/PML associati ai corpi nucleari. Questo suggerisce
che entrambe le forme siano mantenute in equilibrio dinamico e che la
fosforilazione potrebbe influenzare la quantita tra forme modificate e
non. I PODs potrebbero allora rappresentare dei siti di “storage” per

PML ed altri fattori nucleari, che potrebbero essere rilasciati nel
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nucleoplasma per processi cellulari, come trascrizione e divisione
cellulare.

Un altro componente dei PODs ¢ la proteina SP100, che viene anch’essa
modificata da SUMO nel residuo di lisina 297. Tale modificazione
promuove la sua interazione con i membri delle proteine cromosomali
non istoniche della famiglia HP1, suggerendo un suo ruolo regolatorio
nell’organizzazione della cromatina e nell’interazione funzionale tra i
corpi nucleari e la cromatina (Lehming N. et al., 1998; Seeler J.S. et al.,

1998, 2001).

SUMO-1 ed i membri NF-kB/IKB.

NF-kB (Nuclear Factor kappa B) ¢ un fattore di trascrizione
eterodimerico inducibile, coinvolto nella regolazione dell’espressione di
numerosi geni immunomodulatori, infiammatori, virali e da stress
(Baeuerle P.A. et al.,, 1996; Baldwin jr A.S., 1996). In condizioni
normali, esso si trova in forma latente nel citoplasma di cellule non
stimolate, legato al suo inibitore I-kB (Inhibitor protein kappa B). In
seguito a stress, si ha I’attivazione della chinasi IkB, che catalizza la
fosforilazione di IkBa ai residui di serina 32 e 36 (Regnier C.H. et al.,
1997; Zandi E. et al., 1997; Rothwarf D.M. et al., 1998; Scheidereit C.,
1998). Questo step porta alla poli-ubiquitinazione di IkBa ai residui di
lisina 21 e 22, con conseguente degradazione da parte del proteosoma
26S ed il rilascio del fattore di trascrizione NF-kB, che trasloca nel
nucleo, e induce la trascrizione dei suoi geni bersaglio.

Studi indipendenti condotti ad opera di Desterro J.M. e collaboratori e
Tashiro K. e collaboratori, hanno dimostrato che 1’enzima Ubc9,
responsabile della coniugazione di SUMO-1 alle proteine bersaglio,
sembrerebbe svolgere un duplice ruolo nel pathway di attivazione di
NF-kB. Da una parte, esso svolge un ruolo di proteina adattatrice per

attivare la trasmissione del segnale al fattore di trascrizione NF-kB.
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Dall’altra, esso pud coniugare SUMO-1 alla proteina IkBa. Questa
coniugazione ¢ inibita dalla fosforilazione di IkBa ed accade al residuo
di lisina 21, sito anche di ubiquitinazione. Di conseguenza, la
coniugazione di SUMO-1 a IkBa ne ibisce la sua ubiquitinazione,
creando, cosi, un pool di NF-kB non inducibile. In questo modo,
SUMO-1 agisce in maniera antagonista all’ubiquitinazione. Dato che,
I’equilibrio tra la forma di IkBa modificata da SUMO-1 e la forma IkBa
ubiquitinata varia in differenti tipi cellulari, questo pud fornire un
meccanismo attraverso il quale la cellula puo regolare la quantita di NF-
kB disponibile per I’attivazione trascrizionale (Desterro J.M. et al.,

1997; Tashiro K. et al., 1997).
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Fig.8: Ruolo di SUMO-1 ed Ubc9 nel pathway di traduzione del segnale NF-kB
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Meccanismi di regolazione trascrizionale SUMO-dipendenti

Come le altre modificazioni post-traduzionali, gli effetti della
SUMOylazione sull’attivita dei fattori di trascrizione ¢ piuttosto varia.
Nella maggior parte dei casi, la SUMOylazione svolge un ruolo
prominente nel reprimere I’attivita trascrizionale (Gill G., 2003).

Un esempio ¢ dato dal recettore nucleare androgenico (AR). In effetti,
nella sua regione N-terminale sono stati identificati tre residui di lisina,
localizzati in posizione 347, 386 e 520, che vengono modificati dal
peptide SUMO (Poukka H. et al., 2000). Piu precisamente, tali siti di
SUMOylazione sono localizzati nella regione coinvolta nell’interazione
con il ligando, il che porta ad una perturbazione della capacita del
recettore androgenico a stabilire dei contatti intramolecolari (Ikonen T.
etal., 1997).

La SUMOylazione del recettore androgenico molto probabilmente
rappresenta un meccanismo per una rapida e reversibile attenuazione
della sua funzionalita in differenti modelli cellulari. La SUMOylazione
del recettore androgenico potrebbe essere implicata nella regolazione di
vari processi fisiologici e patologici (Poukka H. et al., 2000).

Sebbene la SUMOylazione della maggior parte dei fattori di trascrizione
abbia come conseguenza una repressione della loro attivita, tale
modificazione sembra avere effetti positivi sull’attivazione
trascrizionale dell’heat shock factor 1 e 2 (HSF1 e HSF2), le quali
vengono prodotte in condizioni di stress (Goodson M.L., et al., 2001;
Hong Y. et al., 2001).

Un altro esempio di regolazione positiva da parte del peptide SUMO ¢
dato dalla proteina p53, considerata “il guardiano del genoma” a causa
del suo ruolo cruciale nel coordinare le risposte cellulari agli stress
genotossici (Gostissa M. et al., 1999; Rodriguez M.S. et al., 1999;
Miiller Set al., 2000). In seguito ad esposizione delle cellule ad
irraggiamento con UV, il peptide SUMO si lega al residuo di lisina 386,

localizzato nella regione C-terminale della proteina p53, aumentandone
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la sua attivita trascrizionale (Kubbutat M.H. et al., 1998; Honda R. et
al., 1999). Tale aumento potrebbe essere dovuto sia ad un aumento nella
stabilita della proteina che ad alterazioni della sua localizzazione
subcellulare. La SUMOylazione di p53 potrebbe causare un
cambiamento conformazionale della struttura della stessa, con
conseguente aumento dell’attivita di legame al DNA oppure potrebbe
stimolare il reclutamento di co-attivatori, come CBP/p300. Inoltre, ¢
anche possibile che tale modificazione avvenga a livello nucleare,
aumentando il contenuto nucleare di p53 in distinti domini subnucleari,
che rappresentano siti attivi di trascrizione (Gostissa M. et al., 1999;

Rodriguez M.S. et al., 1999; Miiller Set al., 2000).
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Materiali e Metodi

Analisi dei siti consenso per SUMO

I motivi consenso per la modificazione delle proteine da parte di SUMO
sono stati ricavati usando il seguente programma Bio-informatico:

http://www.abgent.com/doc/sumoplot.

Topi, colture cellulari, trasfezioni ed esperimenti di shock da siero.

I topi wild-type, clock/clock, Cryl”/Cry2” e Perl™, prima di essere
posti in condizioni di buio costante, sono stati esposti a 12 ore di luce e
12 ore di buio, per 14 giorni. Dopo un primo ciclo di buio costante, a
tempi selezionati, gli animali sono stati uccisi per dislocazione cervicale
ed i fegati sono stati dissezionati e congelati in ghiaccio secco (Matsuo
T. et al., 2003). La cronologia sperimentale ¢ stata misurata in Zeitgeber
Time (ZT), con fase luminosa con inizio alle 7AM (ZTO0) e fase buia
con inizio alle 7PM (ZT12).

Le cellule COS-1, coltivate in mezzo DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle medium), contenente il 5% di FBS (fetal bovine serum), sono
state trasfettate mediante CaCl,-Fosfato e raccolte dopo 48 ore dalla
trasfezione. Le cellule MEF sono state preparate, come precedentemente
descritto da Pando M.P. et al., 2002, coltivate necl DMEM, contenente il
10% di FBS e trasfettate con il reagente Jet Pi (Polyplus), come da
protocollo allegato.

Le cellule MEF (mouse embryo fibroblasts) da topi Bmall™ sono state
donate da C. Bradfield (University of Wisconsin).

I fibroblasti NIH-3T3, invece, sono stati cresciuti in DMEM, contenente
il 10% di NCS (new calf serum). Dopo 4 giorni dall’infezione, i
fibroblasti sono stati tenuti per 2 giorni nel mezzo, contenente 1°0,5% di
siero. Al tempo zero (t=0), al mezzo ¢ stato aggiunto il 50% di HS
(hourse serum), il quale dopo 2 ore ¢ stato sostituito con del DMEM,

contenente I’ 0,5% di siero (Balsalobre A. et al., 1998). A tempi
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stabiliti, sono stati estratti sia ’RNA totale che le proteine (Pando M.P.
et al., 2002).

Plasmidi e reagenti

Il plasmide pCS2/Myc-mBMALI ¢ ottenuto da pCS2 tramite 1’aggiunta
di 5 sequenze Myc-Tag all’estremita 5° del cDNA-; il plasmide
pSG5/Flag-mCLOCK ¢ stato preparato come descritto da Travnickova-
Bendova Z. et al., 2002. I plasmidi pFLAG-Ubc9 e pGFP-SUMO1 sono
stati preparati come descritto da Pokka H. et al., 2000. I mutanti
pSG5/6xHis-hSUMO1 (G97A) ed 1 mutanti di mBMAL1 Lys—Arg
sono stati ottenuti utilizzando il kit di mutagenesi QuickChange
(Stratagene), ed ulteriormente confermati dal sequenziamento del DNA
plasmidico. I vettori pCLNCX (IMGENEX), esprimenti la proteina
Myc-mBMALTL sotto il controllo del promotore di mBmall, sono stati
ottenuti sostituendo I’intera sequenza del promotore CMV con la
sequenza del promotore mBmall, compresa tra —816 e +99 (Yu W. et al.
2002). I1 promotore di mBmall ¢ stato ottenuto dal DNA genomico di
topo, tramite PCR, usando i  seguenti  oligo: 5’-
GAGATCTCCCTGCCTCAGCTTCTTGAG-3’ e 5’-
CAAGCTTCCGCACTCGGATCCCGCTGC-3". L’inibitore N-
ethylmaleimide (NEM) ¢ stato comprato alla ditta SIGMA e preparato
fresco prima di ogni esperimento. Le sostanze MG132 e la Leptomicina

B sono stati acquistati, rispettivamente, alla Calbiochem e alla SIGMA.

Anticorpi

L’anticorpo anti-Myc 9E10 ¢ stato acquistato dalla Transduction
Laboratories. L’ anticorpo policlonale specifico anti-mBMALI1 ¢ stato
gia descritto da Tamaru T. et al., 2003. Abbiamo anche prodotto un altro
anticorpo policlonale anti-BMALI, immunizzando conigli con dei

KLH-coniugati del peptide NH2-TDKDDPHGRLEYAEHQGRC-, che
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corrisponde alla sequenza BMALI di topo. L antisiero ¢ stato purificato
per affinita ed ¢ stata testata la sua specificita.

L’anticorpo anti-SUMO (clone: 21C7) ¢ stato acquistato alla Zymed
Laboratories Inc.. L’anticorpo anti-RanGAP1 ¢ stato gentilmente donato
da F. Melchior (Max-Planck Institute for Biochemistry, Germany).
L’anticorpo anti-PERI1 ¢ stato ottenuto come riportato in Cermakian N.
et al., 2001. L’anticorpo anti a-Tubulin ¢ stato acquistato dalla SIGMA.
L’anticorpo anti-TBP 3G3 ¢ stato fornito dalla “facility” degli anticorpi
dell’lGBMC, Strasbourg, France.

Estratti proteici, Inmunoprecipitazioni e Western blotting

Le cellule COS-1, raccolte in PBS 1X (phosphate-buffered saline 1X),
contenente N-ethylmaleimide (NEM) 20mM, inibitori di proteasi 1X,
PMSF ImM, sono state  lisate nel  buffer  RIPA-1

(radioimmunoprecipitation assay-1), contenente Tris-HCL [pH 7.8]
50nM, NaCl 150mM, EDTA 5mM, MgCl, 15mM, Nonidet P-40 1%,
sodium deoxycolate (DOC) 0,5%, dithiothreitol (DTT) 1mM, inibitori
di proteasi 1X, NEM 10nM e PMSF (Phenylmethanesulfonylfluoride)
ImM e poi immediatamente congelate in azoto liquido. I campioni di
fegato (0,3g) sono stati omogenati manualmente con pestello in PBS 1X
fredda, contenente N-ethylmaleimide (NEM), inibitori di proteasi 1X ed
PMSF 1 mM. I pellet delle cellule di fegato sono stati lavati con PBS
1X e lisati con il buffer RIPA-1. GIli esperimenti di
immunoprecipitazione sono stati condotti nel buffer RIPA-1 con i
seguenti anticorpi: anti-Myc 9E10 (1:1000), anti-mBMAL1 (1:250) e
anti-RanGAP1 (1:250). Le analisi di Western blot sono state eseguite
come descritto da Cermakian N. et al., 2001. I campioni proteici sono
stati analizzati mediante un gel di poliacrilamide (SDS-PAGE) all’8%
ed al 6% (per PER1) ed immunoblottati con i seguenti anticorpi: anti-
Myc 9E10 (1:4000), anti-BMAL1 (0,5ug/ml), anti-RanGAP1 (1:7000),
anti-SUMO-1 (1:200), anti-PER1 (1:1000) ed anti-TBP (1:5000).
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Saggio di clivaggio delle proteasi SUMO-specifiche

I saggi di clivaggio delle proteine SUMO-coniugate, in vitro, sono stati
eseguiti come descritto (Li S.J. et al., 2000) con qualche modifica. In
breve, gli estratti proteici di fegato di topo sono stati immunoprecipitati
nel buffer RIPA-1 come descritto in precedenza. Gli immuno complessi
sono stati lavati due volte con il buffer RIPA-1 senza NEM, poi incubati
per 10’ a temperatura ambiente nel buffer di digestione (Tris-HCL
50mM [pH 8.0], NaCL 150mM, dithiothreitol (DTT) ImM, NP-40
0.2%), a cui sono stati aggiunti L-cisteina 2mM e mercaptoetanolo, allo
scopo di consumare il NEM residuo. Le proteine immunoprecipitate
sosno state risospese in 100ul del buffer di digestione 1X, contenente 2
unita dell’enzima ricombinante ULP-1 (Invitrogen) ed incubati per 45’ a
30°C in agitazione. La reazione ¢ stata bloccata aggiungendo il “sample
buffer” SDS 2X e gli immunoprecipitati sono stati analizzati tramite

Western blotting.

Quantitative Real time PCR (RT-PCR)
L’estrazione di RNA totale ¢ stata fatta usando RNA-solv (Omega

Biotek), come da protocollo fornito dalla ditta. L’RNA totale ¢ stato
allora trascritto in cDNA usando M-MLV Reverse Transcriptase (Gibco
BRL), con oligo esameri random. I cDNA preparati sono stati purificati
e sottoposti ad analisi di PCR quantitativa usando Light Cycler (Roche
Diagnostics), con il kit SYBR Green PCR (Qiagen).

Infezione retrovirale delle cellule NIH3T3 e MEF

Per produrre il retrovirus ¢ stato utilizzato il sistema di espressione
RetroMax (IMGENEX). In breve, i vettori retrovirali pPCLNCX-Bmall,
e il vettore pMD.G/vsv-g, sono stati trasfettati in cellule HEK293-
gag/pol per la produzione delle particelle virali. Dopo 48 ore dalla
trasfezione, il mezzo contenente le particelle virali ¢ stato recuperato,

addizionato con Iml di FCS (Fetal Calf Serum)e 10ul di polybrene
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(4mg/ml) e filtrato (soluzione virale). Per ottenere I’infezione, le cellule
NIH3T3 sono state incubate con la soluzione virale per 4h e la stessa
procedura ¢ stata ripetuta per 4 volte. Condizioni simili sono state usate
per infettare le cellule MEF WT e Bmall -/-.Dopo incubazione finale, le
cellule sono state coltivate in mezzo completo ed usate per le successive

analisi.

Reazione di SUMOVylazione in vitro
Le proteine di fusione GST-SUMOgg-1, GST-Ubc-9, GST-SAE2/SAE1

sono state prodotte in ceppo batterico di E. Coli, purificate con
glutathione Sepharose 4B ed eluite in un buffer contenente HEPES
50mM (pH 7.8), NaCl 100mM, MgCl, 10mM, glicerolo 10% e
glutathione 20mM. La reazione di coniugazione, in vitro, ¢ stata

condotta come descritto da Kotaja N. et al., 2002.
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Risultati e discussione

La proteina mBMAL1 ¢ modificata da SUMOL1 in vivo

La proteina BMALI ¢ un fattore di trascrizione bHLH-PAS, contenente
due domini denominati bHLH-PAS, che mediano la sua dimerizzazione
con la proteina CLOCK (Dunlap J.C., 1999; Huang Z.J. et al., 1993).
Tra questi due domini si trova una regione con funzioni non ancora
determinate. Alcuni specifici residui di lisina contenuti in questa regione
sono conservati sia evolutivamente. che tra le differenti isoforme della
famiglia di BMALI (Fig. 1a).

Dal momento che i residui di lisina spesso possono essere oggetto di
differenti modificazioni post-traduzionali (Freiman R.N. et al., 2003),
abbiamo investigato se questi residui potessero costituire importanti siti
regolatori. Analisi bio-informatiche della struttura primaria di BMALI,
attraverso I’uso del programma “SUMOPLOT”
(http://www.abgent.com/doc/sumoplot) hanno rilevato che 1 residui di

lisina, localizzati nelle posizioni 223, 229, 259 e 272 (K223 K229 K> e

K?™), corrispondono ad una putativa sequenza consenso di
SUMOylazione yKxE/D (Gill G., 2004), in cui y ¢ un residuo
idrofobico, x pud essere un qualunque aminoacido, E e D indicano,

rispettivamente, I’amminoacido Glutammato ed Aspartato (Fig.1a).
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Fig.1a. Rappresentazione schematica della proteina mBMAL1 e conservazione dei
residui di lisina nella regione tra i domini PAS. I residui di lisina conservati sono
riportati nei riquadri. In figura sono stati messi in evidenza le potenziali sequenze
consenso di SUMO. dCYCLE indica ’omologo in Drosofila di BMAL1. mARNT ¢
membro della famiglia bHLH/PAS.

Allo scopo di determinare se la proteina BMALI1 potesse essere
modificata da SUMO in vivo, abbiamo trasfettato le cellule COS1, in
modo transiente, con 1 vettori di espressione per le proteine Myc-
BMALI, His-SUMOI1, GFP-SUMOI e His-SUMOI1 (G97A).

Quando il vettore di espressione Myc-BMALI era co-espresso con i
vettori di espressione per His-SUMO-1 o GFP-SUMOI, i dati di
Western blot hanno messo in evidenza una forma di Myc-BMALI1 ad
alto peso molecolare, proporzionale alla taglia della modificazione
aggiunta. Al contrario, non ¢ stata osservata nessuna modificazione
quando Myc-BMALI era co-espresso con His-SUMO1(G97A), in cui il
residuo di glicina in posizione 97 ¢ stato mutato in alanina, impedendo,
cosi il legame del peptide SUMO ai substrati specifici (Kamitani T. et
al., 1997).
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Fig.1b: Le cellule COSI1 sono state trasfettate con vettori di espressione per Myc-
Bmall, His-SUMO1, GFP-SUMOI1 e His-SUMOI1(G97A). Gli stessi estratti cellulari

sono stati immunoblottati (IB) con un Ab anti-aMyc.

La SUMOylazione ¢ stata, altresi, confermata quando i lisati cellulari,
esprimenti Myc-BMALI1 e His-SUMOI, sono stati immunoprecipitati
con ’Ab anti-Myc e successivamente, rilevati, mediante Western blot

con I’Ab anti-SUMOI1 (Fig.1c¢).
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Fig.1c: Pannello a sinistra. | lisati cellulari esprimenti Myc-Bmall ed His-SUMO1
sono stati immunoprecipitati con 1I’Ab anti-Myc e delle IgG di controllo e poi rilevati
mediante Western blotting con 1I’Ab anti-SUMOI.

Pannello a destra. La stessa membrana ¢ stata strippata e trattata con I’ Ab anti-Myc.
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Il passo successivo ¢ stato quello di verificare se la SUMOylazione di
BMALI venisse influenzata, in vivo, da enzimi specifici che controllano
tale modificazione. A tale scopo abbiamo espresso transientemente in
cellule COS-1 I’enzima UBC-9 (ubiquitin-like conjugating enzime 9),
una ligasi di tipo E2, che attiva il trasferimento del peptide SUMO su
substrati specifici (Gill G., 2004). I dati riportati in Fig. 1d hanno messo
in evidenza che la SUMOylazione di BMAL] aumenta in presenza
dell’enzima UBC-9. Al contrario, la co-espressione della proteasi
SUMO-specifica SENP1 (Bailey D. et al., 2004) riduce drasticamente 1
livelli (Fig. 1d; Fig. S1a) di proteina modificata.

d
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Fig.1d: Le cellule COSI1 sono state trasfettate con vettori di espressione per Myc-
BMALI (0.25 ug), His-SUMO1 (+, 0.5 ug; ++, 1 pg), Flag-UBC9 (1 pg) e Flag-
SENP1 (1 pg) e gli estratti proteici sono stati immunoblottati con 1’Ab anti-Myc.

Il pannello in basso mostra un immunoblot con I’Ab anti-o-tubulina, che proviene

dalla parte inferiore della stessa membrana.

Esperimenti di mutagenesi sito-diretta dei residui di lisina in arginina,
hanno dimostrato che la lisina in posizione 259 ¢ il maggiore sito di
SUMOylazione, in vivo (Fig. la e le; Fig. S1b). E’ importante notare,
che il residuo K259 si trova nella sequenza RxxVKVExK (Fig. 1a)
(Sternsdorf T. et al., 1999).
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Fig. 1e: Gli estratti proteici delle cellule COS1, esprimenti le proteine His-SUMO1
con BMALLI wild type o i mutanti Lys—Arg di BMALI sono stati immunoblottati con
I’Ab anti-Myc.

Inoltre, saggi di SUMOylazione, in vitro, hanno confermato che
BMALI ¢ modificato da SUMO-1 specificatamente a livello del residuo
K259 (Fig. Slc). In accordo con questi dati, abbiamo verificato che
BMALL, in vivo, puo anche essere modificato da SUMO-2 nello stesso
residuo, in misura comparabile a SUMO-1 (Fig. S2).

La SUMOvlazione di BMALT1 in vivo & regolata in modo circadiano

Al fine di stabilire I’importanza della SUMOylazione, in vivo, abbiamo
investigato la regolazione della SUMOylazione di BMALI in tessuti
dell’orologio periferico e specificatamente in estratti proteici di fegato
di topi (Young M.W. et al., 2001; Lowrey P.L. et al., 2000; Schibler U.
et al., 2002). Dopo aver sottoposto per due settimane i topi ad un regime
di fotoperiodo controllato in specifici isolatori (12h luce-12h buio),
abbiamo sacrificato gli animali a differenti tempi “zeitgeber (ZT)” e
prelevato il fegato. Gli estratti proteici dal tessuto sono stati preparati in

presenza ed in assenza di N-Ethylmaleimide (NEM), un inibitore delle
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proteasi di SUMO, in maniera tale da stabilizzare le proteine modificate
da SUMO (Suzuki T. et al., 1999) (Fig. 2). Le proteine sono state quindi
analizzate mediante immunoblot con I’anticorpo anti-BMALI.

L’analisi mostra che la proteina BMALI presenta ritmicita sia nei livelli
di proteina che nella fosforilazione, con forme iperfosforilate a ZT9 e a
ZT15, che anticipano i1 piu bassi livelli proteici a ZT21 (Fig. 2a,
pannello superiore). Tali dati sono congruenti con precedenti dati di
letteratura (Lee C. et al., 2001; Tamaru T. et al., 2003).

Una lunga esposizione della membrana di immunoblot, rivela che
I’inibitore NEM stabilizza una forma ad alto peso molecolare di
BMALI1 (circa 100 Kda), congruente con una possibile forma
SUMOylata della proteina, la cui quantita oscilla in maniera circadiana,
con un picco a ZT9 (Fig. 2a, pannello intermedio). Non sono state
individuate forme di BMALI stabilizzate da NEM a ZT15 e ZT21 (Fig.
2a, linee 3-4; Fig. S3). Non sono state rilevate forme SUMOylate di
BMALI in assenza di NEM (Fig. 2a, linee 5-8). Come controllo della
periodicita circadiana, negli stessi estratti, sono stati valutati 1 livelli

della proteina PERIOD 1 (PER1) (Fig. 2a, pannello inferiore).
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Fig. 2a: Pannello superiore: Immunoblot con I’Ab anti-amBMALI1 degli estratti
proteici di fegato di topo ai tempi Zeitgeber (ZT) indicati, preparati con il buffer
RIPALI, in presenza o in assenza dell’inibitore NEM. Le barre bianche e nere indicano
il regime di fotoperiodo applicato.

Pannello intermedio: Una piu lunga esposizione della stessa membrana mostra una
forma di BMALI1 di 100 KDa (BMAL1-SUMO) stabilizzata dal NEM.

Pannello inferiore: Immunoblot degli stessi estratti di fegato con I’Ab anti-mPER1.

L’identita della proteina di 100 KDa stabilizzata dal NEM ¢ stata
ulteriormente confermata da un’ esperimento di immunoprecipitazione

con anticorpo anti-mBMALT (Fig. 2b).
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Fig. 2b: Immunoprecipitazione degli estratti di fegato, in presenza di NEM, al tempo
ZT9 con I’Ab anti-BMALI ed delle IgG di controllo e successiva rilevazione,
mediante Western blot, della proteina nativa BMALI.

L’effetto dell’inibitore NEM ¢ stato verificato analizzando, negli stessi
estratti, i livelli della proteina RanGAP1 (Fig. S4). Inoltre, negli estratti
di fegato, la forma SUMOylata di BMALI di 100 KDa, risulta essere

clivata dalla proteasi SUMO-specifica ULP1 (Li S.J. et al., 1999) (Fig.
2¢, linee 4-5).
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Fig. 2¢: Gli immunocomplessi ottenuti come in (b) sono stati incubati con 2 unita di

proteasi ricombinante ULP1 ed analizzati mediante immunoblot con I’Ab anti-

55



BMALL. L’ inibizione con il NEM (5mM) ¢ stata ottenuta mediante preincubazione di
ULP1 prima del saggio di clivaggio. Una piu bassa esposizione di questo immunoblot
mostra che sono state immunoprecipitate per ogni campione quantita equivalenti di

BMALI (Fig. S8).

Simili risultati sono stati ottenuti quando 1’enzima ULP1 ¢ stato testato
su SUMO-RanGAP1 (Fig. S5).

La SUMOylazione in vivo ¢ stata, altresi, confermata dal momento che
la forma immunoprecipitata di BMALI di 100 KDa reagisce con
I’anticorpo anti-SUMO-1 (Fig. 2d).
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Fig. 2d: Gli immunoprecipitati ottenuti come in (b) con I’anticorpo anti-BMALT1 o con
delle IgG di controllo sono stati analizzati mediante Western blot con 1’Ab anti-
SUMOI1 (sinistra). La stessa membrana ¢ stata strippata ed analizzata mediante

immunoblot con I’Ab anti-BMAL1 (destra).

Dal momento che I’espressione genica di SUMO non subisce
oscillazioni di rilievo (Fig. S6), possiamo affermare che la
SUMOylazione ritmica di BMALI dipende unicamente dalla

attivazione circadiana della stessa proteina.
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La proteina CLOCK induce la SUMOvlazione di BMAL.1 in vivo

Per indurre la trascrizione dei geni bersaglio, ad esempio i geni Periods,
BMALI deve eterodimerizzare con la proteina CLOCK (Dunlap J.C.,
1999; Young M.W. et al., 2001; Lowrey P.L. et al., 2000; Cermakian N.
et al., 2000). D’altra parte, CLOCK, attraverso un meccanismo non
ancora noto, puod, a sua volta, indurre la fosforilazione di BMALI1
(Kondratov R.V. et al., 2003). I dati precedenti hanno messo in evidenza
che la fosforilazione e la SUMOylazione della proteina BMALI1
aumentano in parallelo al tempo ZT9, in concomitanza all’induzione
dell’espressione dei geni Period, a loro volta coinvolti nella regolazione
dei ritmi circadiani (Fig. S7). Cio potrebbe indicare che la formazione
dell’eterodimero CLOCK:BMALI1 controllerebbe sia la fosforilazione
che la SUMOylazione di BMALI.

A tal proposito, per meglio chiarire il ruolo di CLOCK nel processo di
SUMOylazione che coinvolge BMALI1, abbiamo co-espresso in cellule
COS-1, 1 vettori di espressione Myc-BMALI o il suo mutante Myc-
BMALI1 (K259R) in presenza di quantita crescenti di Flag-CLOCK. I
risultati ottenuti, mediante western blot, hanno messo in evidenza che la
proteina CLOCK induce la SUMOylazione di BMALI in maniera dose-
dipendente. Al contrario, il mutante Myc-BMAL1(K259R) risultava
essere refrattario all’effetto di CLOCK (Fig. 3a; Fig. S9).
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Fig. 3a: Pannello superiore: Le cellule COS-1 sono state trasfettate con vettori di
espressione per Myc-BMALL, il mutante Myc-BMAL1 (K259R) e Flag-mCLOCK e
gli estratti cellulari sono stati immunoblottati (IB) con I’Ab anti-a Myc.

Pannello inferiore: Una piu lunga esposizione della stessa membrana.

Un analogo esperimento ¢ stato riproposto su estratti epatici di topi
wild-type e di topi portatori di mutazioni delle proteine clock [topi
Cryl”/Cry2” (Crys™), Clock/Clock (Clk/Clk) e Perl”] (Fig. 3b; Fig.
S10).

Per valutare 1 risultati ottenuti in tal senso, &€ bene ricordare brevemente
che I’omeostasi funzionale del clock biologico viene mantenuto da
molteplici fattori (Cermakian N. et al., 2000; Okamura H., 2004), tra cui
quelli di natura proteica, che includono i prodotti dei geni Period,
regolati positivamente dall’eterodimero CLOCK:BMALI1 (Darlington
T.K. et al., 1998) e dei geni Cryptochrome (Cryl e Cry2), i cui prodotti

agiscono da repressori trascrizionali (Griffin E.A. et al., 1999).
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Fig. 3b: Pannello superiore: Immunoblot degli estratti proteici totali di fegato
derivati dai topi wild-type (wt), Crys”, Clk/Clk e Perl”", prelevati e lisati con il buffer
RIPA1 ai tempi zeitgeber indicati (ZT). Come controlli, gli estratti proteici preparati
senza detergente forte ¢ NEM (linea 1) o senza NEM (linea 9). Nella linea 8, ¢ stata
caricata due volte la quantita della proteina.

Pannello inferiore: La stessa membrana ¢ stata strippata ed immunoblottata con I’Ab
anti-RanGAPI1. Inoltre, I’immunoprecipitazione con 1I’Ab anti-BMALI1 conferma che
SUMO-BMALI non ¢ individuabile negli estratti di fegato prelevati dai topi CIk/Clk
(Fig. S11).

Come mostrato in Fig. 3b (pannello superiore), non si osserva nessuna
riduzione nei livelli di SUMO-BMALI, sia negli estratti di fegato di
topi Perl” (Cermakian N. et al., 2001), che in quelli CryI”/Cry2” (van
der Horst G.T. et al., 1999), ma bensi si osserva un drammatico effetto
sulla SUMOylazione di BMALI1 nei topi Clk/Clk (Antoch M.P. et al.,

1997). La riduzione di SUMOylazione sembra essere specifica per
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BMALI, in quanto non ¢ stata individuata negli stessi estratti nessuna
differenza nei livelli della proteina RanGAP1 modificata da SUMO
(Fig. 3b, pannello inferiore). Inoltre, non ¢ stata individuata nessuna
forma di BMAL1 SUMOylata nei fibroblasti embrionali di topo
(MEFs), derivati dai topi CIk/Clk (Fig. 3¢), mostrando, cosi che I’effetto
esercitato da CLOCK non ¢ circoscritto al fegato.
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Fig. 3c: Pannello superiore: Western blot degli estratti proteici di cellule MEF,
derivate dai topi wild-type, CIk/Clk e Crys™, in presenza ed in assenza di NEM, con
I’Ab anti-BMALL.

Pannello inferiore: Una piu lunga esposizione dello stesso filtro rileva la forma

SUMOylata di BMALI.

Allo scopo di definire un ruolo causale della proteina CLOCK nella
SUMOylazione di BMALI1, abbiamo ripristinato 1’espressione
transiente del gene wild type Clock nelle cellule MEF CIk/Clk (Fig. 3d,
linea). Tale esperimento mostra che la SUMOylazione di BMALI1 pud
essere ripristinata e conferma, quindi, che per la SUMOylazione di

BMALI ¢ essenziale la presenza di una proteina CLOCK funzionale.
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Fig. 3d: Western blot degli estratti proteici di cellule MEF CIk/Clk con I’Ab anti-
aMyec. Le cellule MEF sono state trasfettate transientemente con vettori di espressione
per Myc-BMALI1, His-SUMOI1 e Flag-CLOCK. NS, non specifico. E’ indicata la
forma SUMOylata di BMALI.

E’ interessante notare, dal momento che il mutante della proteina
CLOCK presente nei topi Clk/Clk ¢ ancora capace di eterodimerizzare
con BMALI e di legare il DNA (Antoch M.P. et al., 1997), ¢ possibile
ipotizzare che la SUMOylazione possa essere un evento «a valle»

all’attivazione trascrizionale.

La SUMOvlazione di BMAL1 controlla I’orologio circadiano

Al fine di verificare se la SUMOylazione potesse regolare il
comportamento circadiano di BMALI1, abbiamo prodotto un sistema di
espressione retrovirale per Myc-BMALI1 e per il suo mutante Myc-

BMALI1(K259R) sotto il controllo del promotore Bmall. Le cellule
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scelte per questo tipo di esperimento sono state le cellule NIH3T3,
sottoposte, dopo infezione, a serum-shock, in modo da analizzare
I’oscillazione ritmica dell’espressione della proteina BMALIL. Questo
approccio permette di analizzare ’oscillazione dei geni e delle proteine
dell’orologio circadiano mediante un modello cellulare (Balsalobre A.
et al., 1998). Dopo serum-shock, mentre 1’espressione di BMAL1 wild
type presenta un primo picco a 20 ore ed un secondo picco di minore
ampiezza a 44 ore, 1’espressione del mutante Myc-BMAL1(K259R) non

ha mostrato nessuna oscillazione (Fig. 4a).
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Fig. 4a: Immunoblot con I’Ab anti-aMyc dei lisati totali di cellule NIH3T3 infettate
con vettori retrovirali, esprimenti Myc-mBMALI1 wild-type (pannello superiore) o il
mutato Myc-mBMAL1 K259R (pannello inferiore) sotto il controllo del promotore
Bmall. Uguali efficienze di infezione sono state ottenute per entrambi i virus, come
rilevato dall’analisi quantitativa dell’espressione del gene neomicina-resistente (NEQ")
Al tempo T=0, le cellule deprivate di siero sono state messe in un mezzo contenente il
50% di siero di cavallo e raccolte dopo serum shock ai tempi sopra indicati. NI: cellule
non infettate; NS: banda non specifica.

I risultati sono stati quantificati e normalizzati mediante un immunoblot con I’Ab anti-
TATA binding protein (TBP). I risultati sono rappresentativi di tre esperimenti

indipendenti, che hanno dato risultati equivalenti.

Questi risultati supportano ulteriormente 1’ipotesi che la SUMOylazione

conferisce di per s¢ la ritmicita alla proteina BMALI. Nel contempo, i
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risultati hanno dimostrato che sotto la regolazione del promotore Bmall
o di un promotore eterologo, la proteina Myc-BMALI1 (K259R) ¢ circa
due volte piu abbondante della proteina Myc-BMALI1 (Fig. S1b), ad
indicare che la mancanza di SUMOylazione puo influenzare la stabilita
della proteina.

Per meglio investigare questo aspetto, abbiamo eseguito un’ analisi di
stabilita delle proteine, in cellule NIH3T3, trasfettate con uguali
quantita di Flag-CLOCK con Myc-BMALI o Myc-BMALI (K259R) e
trattate successivamente con cicloesimide, un inibitore della
traduzione.Tali esperimenti hanno rilevato un aumento della stabilita di
Myc-BMALI1 (K259R), di circa il 50% rispetto a quella del BMALI1
wild type (Fig. 4b).
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Fig. 4b: Le cellule NIH3T3 sono state trasfettate con uguali quantita di Flag-CLOCK
con Myc-BMALI1 o Myc-BMALI1 (K259R). Dopo 36h di trasfezione le cellule sono
state trattate con cicloesimide (CHX) a 50 pg/ml. Ai tempi sopra indicati, le cellule
sono state lisate e gli estratti proteici sono stati immunoblottati con 1’Ab anti-Myc
(pannello superiore) ¢ I’Ab anti-TBP (pannello intermedio), usato come controllo di
loading. NT: cellule non trasfettate. Risultati analoghi sono stati ottenuti nelle cellule

COS1 (Fig. S12).
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Pannello inferiore: Gli immunoblot sono stati quantificati mediante analisi
densitometrica. Il grafico mostra la percentuale della quantita di proteina relativa al
tempo T=0 (100%). I risultati sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti che

hanno dato risultati analoghi.

Al fine di stabilire un’eventuale funzione della SUMOylazione di
BMALI nel controllo dell’orologio circadiano, abbiamo eseguito degli
esperimenti di «riattivazione di BMALI1», in cellule MEF derivate da
topi Bmall " (Bunger M.K. et al., 2000). Queste cellule non presentano
espressione di BMAL1 (Fig. 4c, linea 1). Le cellule MEF Bmall " sono
state successivamente infettate con dei vettori retrovirali, gia menzionati
in precedenza (Fig. 4a), per consentire 1’espressione di BMAL1 (Fig.
4c, linee 2-4) o del suo mutante BMAL1 (K259R) sotto il controllo del

proprio promotore (Fig. 4c, linee 8-10) .
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Fig. 4¢: Espressione ectopica di BMALLI (linea 2-4) ed il mutante BMAL1 (K259R)
(linee 8-10) nelle cellule MEFs Bmall™". 1 livelli di espressione della proteina BMALI
sono stati valutati mediante immunoblot con I’Ab anti-BMALL ai tempi indicati dopo
infezione con vettori retrovirali. Gli estratti proteici delle cellule MEFs infettate con un
vettore vuoto (linee 5-7), wild-type MEFs (linea 11) e MEFs Bmall” (linea 1) sono

stati analizzati come controllo.
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Per studiare la funzionalita dell’orologio circadiano in queste linee
cellulari cosi ottenute, abbiamo misurato I’espressione, indotta da serum
shock, del gene Dbp (D-site albumin promotor-binding protein), un gene
regolato dall’eterodimero CLOCK:BMAL1 (Balsalobre A. et al., 1998).
Le cellule MEF wild type mostrano una consistente oscillazione
circadiana del gene Dbp. Al contrario, le cellule MEF Bmall™”

presentano un’alterazione dell’oscillazione (Fig. 4d).
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Fig. 4d: Le cellule MEFs wild-type e Bmall”" sono sottoposte a serum shock dopo due
giorni dall’infezione con i vettori retrovirali sopra indicati. Ai tempi indicati, le cellule
sono state lisate e i livelli di espressione del Dbp sono stati stimati mediante analisi di

real-time PCR. I valori sono stati normalizzati rispetto 1’ espressione di Sumo-3, un
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gene non oscillante (Fig. S6) e graficati come quantita relativa dell’espressione Dbp al

tempo ZTO0, riferito come 1, nelle MEFs wild-type.

L’infezione delle cellule MEF Bmall” con il vettore retrovirale per
BMALI1 induce una significativa “riattivazione” dell’espressione
circadiana del gene Dbp, mentre il mutante BMAL1 (K259R) genera
una ritmicita alterata. Le oscillazioni piu frequenti e ravvicinate nel
tempo registrate con il mutante BMAL1 (K259R) sembrerebbero
riflettere un’intrinseca funzione della modificazione indotta da SUMO.

I nostri risultati forniscono dati unici ed innovativi sui meccanismi che
controllano 1 livelli circadiani di BMALI. Diversi meccanismi
potrebbero essere proposti per spiegare le differenti oscillazioni di
espressione della proteina BMALI, come una diretta interazione tra la
modificazione SUMO ed il non ancora identificato pathway di
degradazione di BMALI oppure un’interazione SUMO-dipendente con
partners che controllano la stabilita di BMALI, tra cui lo stesso
CLOCK. Dal momento che non abbiamo individuato nessuna differenza
significativa nel potenziale di transattivazione di BMALI rispetto alla
proteina mutante BMAL1 (K259R) su promotori guidati da E-box e
poiche la SUMOylazione ¢ implicata nel controllo della localizzazione
cellulare dei fattori di trascrizione (Salinas S. et al., 2004), abbiamo
anche verificato se il trasporto intracellulare di BMALI potesse essere
regolato dalla sua SUMOylazione. A tal proposito, abbiamo visto che la
localizzazione nucleare della proteina Myc-BMAL1 (K259R) ¢
essenzialmente equivalente a quella della proteina BMALI.

I risultati ottenuti con gli esperimenti di «riattivazione» (Fig. 4c, d)
indicano che la SUMOylazione di BMALI costituisce un nuovo livello
di controllo nel cuore del meccanismo dell’orologio circadiano.
Sebbene la proteina BMALT1 sembri occupare una posizione privilegiata

fra le proteine del clock rispetto alla SUMOylazione (Fig. la), si
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potrebbe altresi pensare che altre proteine del clock possano essere
sottoposte a modificazione da parte della proteina SUMO in differenti
domini.

Studi futuri potrebbero essere mirati a delucidare quali elementi del
pathway di SUMO sono selettivi per il meccanismo del clock
circadiano. La recente scoperta e caratterizzazione delle ligasi di tipo E3
SUMO- specifiche puo fornire degli stumenti chiave per indirizzare

queste appassionanti domande biologiche.
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Figure supplementari.
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Fig.S1a: I risultati della Fig.1d sono stati quantificati mediante analisi densitometrica e
graficati. Il grafico mostra i livelli della proteina BMAL1 modificato da SUMO e
BMALI non modificato mediante le trasfezioni indicate. I valori sono relativi al
grafico 1, riferito come 1. I risultati sono rappresentativi di tre esperimenti

indipendenti, che hanno dato risultati equivalenti.
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Fig. S1b: L’analisi di Western blot ¢ stata fatta come indicato in Fig. le. I risultati di 8
esperimenti indipendenti sono stati quantificati mediante analisi di densitometria e

graficati come livelli di proteina relativi alla proteina BMALI, indicata come 1.
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Fig. S1c: BMALI1 Wilde-Type ed gli indicati mutanti sono stati trascritti e tradotti in
vitro mediante sistema di reticolociti, marcati con *S ed incubati con il ricombinante
GST-SUMOGG-1 e GST-SAE1/SAE2 in presenza (+) o assenza (-) di GST-Ubc9. Le
reazioni sono state risolte in SDS-PAGE e visualizzate mediante autoradiografia. In

accordo alle analisi in vivo, il residuo K259 ¢ il principale sito di SUMOylazione.
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Fig. S2: (a) Cellule COS-1 sono state trasfettate con vettori di espressione per le
proteine indicate e gli estratti cellulari sono stati immunoblottati con I’Ab anti-Myc. E’
individuata una forma di BMAL1 modificata da SUMO-2.

(b) Identificazione del residuo K259 come principale sito di modificazione di SUMO-
2. Immunoblot con 1’Ab anti-Myc degli estratti proteici di cellule COS-1, esprimenti
BMALLI wild type o i mutanti Lys—Arg ed His-SUMO?2.
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Fig. S3: Immunoblot con I’Ab anti-mBMALI degli estratti proteici di fegato al tempo
Zeitgeber indicato. Quantita crescenti degli estratti di fegato al tempo ZT21 sono stati
comparati con estratti al tempo ZT3, per escludere che una riduzione circadiana nel

livello totale di BMALL1 potesse determinare una riduzione della banda di 100KDa.
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Fig. S4: Immunoblot con I’Ab anti-RanGAP1 degli estratti totali di fegato al tempo

ZT9, in presenza o in assenza dell’inibitore NEM.
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Fig. S5: Saggio di clivaggio delle proteasi SUMO-specifiche, in vitro.
Immunoprecipitazione degli estratti di fegato al tempo ZT9, in presenza dell’inibitore
NEM mediante delle IgG di controllo e I’Ab anti-RanGAP1. Gli immunoprecipitati
sono stati incubati con la proteasi ricombinante ULP-1 ed analizzati mediante
immunoblot con 1’Ab anti-RanGAP1. RanGAP1-SUMO ¢ clivato in maniera specifica

ed aumenta il livello di RanGAP1 non modificato.
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Fig. S6: 1 geni di SUMO non mostrano oscillazione circadiana nel fegato di topo.
Analisi dell’RNA di Sumo-1, Sumo-2 e Sumo-3, estratto dal fegato di topo, mediante
Quantitative Real Time PCRs. I livelli di RNA sono stati esaminati a 3 ore di
intervallo. I valori sono stati normalizzati al valore della B-Actina e riportati come
incremento relativo del valore di Sumo-1 al tempo ZT3, indicato come 1. I risultati

mostrati sono i valori medi di tre esperimenti indipendenti.
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Fig. S7: Analisi dell’RNA di mBmall, mPerl e mPer2, estratto dal fegato di topo,
mediante Quantitative Real Time Pcrs. I livelli di RNA sono stati esaminati a 3 ore di
intervallo. I valori sono stati normalizzati al valore della B-Actina e graficati come
incremento relativo del valore di Perl al tempo ZT3, indicato come 1. I risultati

mostrati sono i valori medi di tre esperimenti indipendenti.
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Fig. S8: Saggio di clivaggio in vitro fatto come in Fig. 2¢. Una piu bassa esposizione
dell’immunoblot mostra che in ogni linea sono state immunoprecipitate quantita

similari di BMALI.
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Fig. S9: CLOCK induce la SUMOylazione di BMALI nelle cellule COS-1.

Pannello a sinistra. I lisati delle cellule esprimenti Myc-BMALI1 e Flag-CLOCK
(linea 1 e 3) o Myc-BMALI K259R e Flag-CLOCK (linea 2) sono stati
immunoprecipitati, come indicato e poi rilevati mediante Western blot con 1’Ab anti-
SUMOL.

Pannello a destra. La stessa membrana ¢ stata strippata e analizzata con I’Ab anti-

Myc.
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Fig. S10: La SUMOylazione di BMALI ¢ ridotta nei topi clk/clk. 1 risultati della
figura 3b sono stati quantificati mediante analisi densitometrica e graficati. Il grafico
mostra la quantita tra la banda di BMAL1 modificata da SUMO di 100KDa e quella
non modificata, in estratti di fegato. I valori sono relativi al punto 5, indicato come 1. I
risultati sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti, che hanno dato risultati

simili.
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Fig. S11: Assenza di SUMO-BMALI nei topi Clk/Clk. Immunoprecipitazione degli
estratti di fegato di topi CIk/Clk al tempo ZT9, in presenza di NEM, con I’Ab anti-
BMALL e le IgG di controllo, analizzata mediante western blot con I’Ab anti-BMALI.
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Fig. S12: Il mutante Myc-BMAL1 K259R mostra aumentata stabilita proteica.

Le cellule COS-1 sono state trasfettate con uguali quantita di Flag-CLOCK insieme
con Myc-BMAL1 o Myc-BMAL1 K259R. Dopo 36h di trasfezione le cellule sono
state trattate con I’inibitore cicloesimide, alla concentrazione di 50 pg/ml. Ai tempi
indicati, le cellule sono state lisate ¢ gli estratti proteici sono stati immunoblottati con
I’Ab anti-Myc e con I’Ab anti-TBP, come controllo di loading.

I risultati sono stati quantificati mediante analisi densitometrica. Il grafico mostra la
percentuale della quantita di proteina relativa al tempo T=0 (100%). I risultati sono

rappresentativi di otto esperimenti indipendenti, che hanno dato risultati simili.
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