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1. Einleitung

1.1. Der Informationsfluf} in biologischen Systemen

Lebewesen lassen sich abstrakt-wissenschaftlich als biologische Systeme unterschiedlicher
Komplexitdt beschreiben und miissen minimal die im folgenden aufgefiihrten Eigenschaften
erfiillen.

1. Ein biologisches System mufl die gesamte Information iiber seinen Aufbau und seine
Funktion in sich selbst gespeichert haben. Diese Aufgabe iibernimmt die DNS
(Desoxyribonucleinsdure, engl. DNA), ein Makromolekiil, welches aus homopolymeren
Abfolgen von Zuckerbausteinen (Desoxyribose) besteht, die jeweils {iber eine
Phosphatgruppe = miteinander  verestert  sind  (Phosphodiesterverbindung).  Die
Desoxyribosereste sind dabei jeweils mit einem von vier verschiedenen Molekiilen, den
Nukleobasen Thymin, Adenin, Guanin und Cytosin, funktionell derivatisiert und bilden so die
Verbindungsklasse der Desoxyribonukleoside (Thymidin, Adenosin, Guanosin, Cytidin),
welche die eigentlichen Buchstaben des Codes darstellen (Abb. 1). Aufgrund der Tatsache,
daB die Ribose an sich eine asymmetrische Einheit reprisentiert (Abb. 1), sind die beiden
Enden des linearen Polymers sterisch betrachtet unterschiedlich, was der DNA eine
Direktionalitit in der Anordnung ihrer Bausteine verleiht. Man unterscheidet daher (per
Konvention) ein sogenanntes 5'- und 3'-Ende des DNA-Stranges. Die Nukleoside Adenosin
(A) und Thymidin (T) konnen iiber zwei Wasserstoffbriickenbindungen spezifisch
miteinander wechselwirken, wohingegen Guanosin (G) und Cytidin (C) {ber drei
Wasserstoftbriicken miteinander in Interaktion treten. Generell interagiert immer eine
Purinbase (Adenin, Guanin) mit einer Pyrimidinbase (Thymin, Cytosin). Diese sogenannte
Basenpaarung kombiniert mit der Unidirektionalitit des DNA-Polymers ermoglicht eine
antiparallele Anordnung von zwei DNA-Stringen, die sterisch zur Bildung einer
rechtsgingigen Doppelhelix fiihrt. Dies fiihrt zu einer nicht unerheblichen Stabilisierung der
gespeicherten Information, da ein DNA-Strang somit immer als Matrize fiir die Synthese des
komplementiren Stranges dienen kann.

2. Die Information mull durch einen Kopiervorgang vermehrt und weitergegeben werden
konnen, d.h. das biologische System muf} in der Lage sein autonom replizieren zu konnen.
Dabei soll die genaue Abfolge der Nukleoside, die sogenannte DNA-Sequenz, exakt kopiert
werden. Dies wird in der Natur durch makromolekulare Maschinen bewerkstelligt (DNA-
Replikation).

3. Die gespeicherte Information mufl zur sinnvollen Ablesung (Expression) in irgendeiner
Weise von der Umwelt separiert werden. Diese minimale funktionelle Einheit stellt die Zelle

dar.
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4. Da der Aufbau biologischer Systeme formal dem dritten Hauptsatz der Thermodynamik
widerspricht, muf} das System in der Lage sein die Entropieabnahme (Informationszunahme
plus Strukturbildung) durch Dissipation von Energie zu kompensieren. Dies bedingt, daf3
biologische Systeme zur Aufrechterhaltung des Informationsflusses, der essentiell fiir die
Funktion und die Integritit des Lebewesens ist, einen funktionierenden Stoffwechsel
(Metabolismus) besitzen miissen, welcher die notige Energie liefert.

5. Die in der DNA gespeicherte Information muf} zeitlich und rdumlich reguliert exprimiert
werden konnen. Daher ist es unabdingbar, da3 die Expression der Information durch intra-

und extrazelluldre Signale gesteuert werden kann.

Mit diesem Thema, genauer gesagt mit der Frage, wie die Expression der Information
reguliert werden kann, beschiftigt sich die nun folgende Abhandlung. Bei meinen
Ausfiihrungen werde ich mich allerdings auf das Reich der Eukarya (Eukaryonten)
beschrinken, zu denen alle multizelluldren Organismen gehoren, und damit auch der Mensch.
Das besondere Kennzeichen der Eukaryonten ist, wie der Name schon sagt, das
Vorhandensein eines Zellkerns, in dem nahezu die gesamte DNA einer Zelle
kompartimentiert vorliegt. Die Regulationsprozesse bei Eubacteria (Bakterien) oder Archaea
(Archaebakterien), deren DNA nicht in einem separaten zelluliren Kompartiment vorliegt,
werde ich nicht besprechen bzw. nur am Rande erwéhnen, da sie im Prinzip dhnlich zu denen

der Eukarya sind, allerdings weit weniger komplex.

Die durch DNA codierte Information 146t sich abstrakt in zwei Kategorien einteilen: Gene
und regulatorisch-strukturelle Sequenzen (genregulatorische Elemente, Startpunkte fiir die
DNA-Replikation etc.). Gene zeichnen sich dadurch aus, dafl ihre Sequenz im Prinzip linear
in die Sequenz derjenigen Makromolekiile iibersetzt wird, welche direkt zelluldre Funktionen
ausiiben bzw. diese steuern (Genprodukte). Dies sind die Polypeptide (Proteine) und die
Ribonucleinsduren (RNS, engl. RNA). Der gesamte Vorgang der Informationsiibertragung
wird als Genexpression bezeichnet. Im Gegensatz dazu determiniert die DNA-Sequenz der
zweiten Gruppe die rdumlich-strukturelle Anordnung der DNA-Doppelhelix (DNA-
Konformation), die wiederum von Proteinen und/oder der RNA quasi “ausgelesen” werden
kann.

Wihrend Polypeptide aus allen erdenklichen Kombinationen der 21 ’‘essentiellen’
Aminosduren (engl. ,,amino acids*, kurz “aa”) aufgebaut sind, ist RNA mit DNA auf den
ersten Blick nahezu identisch. Der wichtigste Unterschied zwischen RNA und DNA ist das
Vorhandensein einer 2"OH-Gruppe an der Ribose (Abb. 1), welcher allerdings drastische
physiko-chemische Konsequenzen hat. Zum einen ist RNA chemisch weit weniger bestiandig
als DNA, zum anderen ist der mogliche Konformationsraum fiir RNA-Molekiile weitaus
groBer als fiir DNA. Dariiber hinaus verwendet die RNA Uracil an Stelle von Thymin
(5'Methyluracil) als Nukleobase.
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Abb. 1: Nukleobasen als Bausteine der DNA sind die Tréger der Erbinformation. A und G gehdren zur
Stoffklasse der Purine, C, T und U (wird bei RNA an Stelle von T verwendet) zur Stoffklasse der Pyrimidine.
Watson-Crick-Basenpaare sind A:T und G:C. Die Nukleobasen sind jeweils iiber eine N-glykosidische Bindung
kovalent mit der Desoxyribose (bei DNA) bzw. mit der Ribose (bei RNA) verkniipft.

Die meisten Gene codieren fiir Proteine, deren Synthese allerdings nicht direkt durch die
DNA gesteuert, sondern durch die sogenannte Boten-RNS (engl. ,messenger* RNA, kurz
mRNA), die eine Art kurzlebigen Zwischenspeicher darstellt, vermittelt wird. Das
Uberschreiben der DNA-Sequenz in die RNA-Sequenz nennt man generell Transkription. Die
Besonderheit bei Eukaryonten ist nun, dafl das primdre Transkript (“pra-mRNA”) erst in
mehreren Schritten zur "reifen” mRNA prozessiert werden muf3, welche erst dann als Matrize
fiir die Proteinbiosynthese, Translation genannt, fungieren kann (Abb. 2). Die erforderliche
Prozessierung ist eine Folge des mosaikartigen Aufbaus eukaryontischer Gene, bei denen
codierende Abschnitte (Exons genannt) immer wieder von nicht-codierenden Abschnitten (als
Introns bezeichnet) unterbrochen werden. Das Herausschneiden der Introns aus der pri-
mRNA gekoppelt mit der Wiederverkniipfung der Exons - ein immens wichtiger Vorgang im
Prozess der Genexpression - nennt man Spleiffen. Die molekulare Maschine fiir das Spleiflen,
das SpleiBosom, ist aus Proteinen und “small nuclear” RNAs (snRNAs) aufgebaut, wobei die
RNA-Komponenten die katalytische Funktion tragen. Zur finalen Reifung der mRNA wird
diese noch an ihrem 3'Ende polyadenyliert und an ihrem 5'Ende mit einem
7-Methylguanosin-“cap” versehen (Proudfoot, 2000). Da die Transkription und die
Prozessierung im Nukleus stattfinden, die Translation aber im Cytoplasma der Zelle von

statten geht, muf3 die fertige mRNA aus dem Kern ins Cytosol transportiert werden, wo
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ihre Sequenz vom Ribosom mit Hilfe von Transfer-RNAs (tRNAs) in die Aminosiduresequenz
des entsprechenden Proteins iibersetzt wird (Abb. 2). Das Ribosom ist, wie das SpleiBosom,
eine grofle Ribonukleoproteinmaschine, bei der die RNA die Verkniipfung der Aminosduren
tiber Peptidbindungen katalysiert. Vergleicht man nun die mRNA-Sequenz mit einem Satz,
dann sind die Ribonukleoside die Buchstaben, wiahrend die Worter (Codons genannt) immer
aus der Abfolge dreier Ribonukleoside bestehen. Alle Proteine besitzen an ihrem N-Terminus
einen Methioninrest, weshalb das Codon AUG, sowohl Methionin als auch START bedeutet,
wobei in der Regel das erste AUG in der mRNA-Sequenz als Startcodon interpretiert wird.
Das Signal STOPP wird durch UAG, UAA oder UGA codiert. Die Translation basiert nun auf
folgenden Prinzipien. Fiir jedes Codon, auBler den STOPP-Codons gibt es eine spezifische
tRNA, die wiederum von spezifischen Enzymen, den Aminoacyl-tRNA-Synthetasen mit der
dem Codon entsprechenden Aminosiure beladen wird. Das Ribosom bindet die mRNA und
Codon fiir Codon wird diese durch Anlagerung der jeweils spezifischen Aminoacyl-tRNA —
die Erkennung erfolgt iiber die Basenpaarung — abgelesen, wiahrend das Ribosom die
entsprechenden Aminoséuren zu einer kontinuierlich wachsenden Peptidkette polymerisiert,
bis das Signal STOPP erreicht wird, und das fertige Protein freigesetzt wird.

Zusammenfassend kann man feststellen, dal die Genexpression iiber die vier Stufen
Transkription, RNA-Prozessierung, RNA-Transport und Translation lduft. Bei all diesen
Schritten kann und wird nun in einer Zelle mittels verschiedener Mechanismen, auf die hier

nicht eingegangen werden kann, Genexpression reguliert (Maniatis und Reed, 2002).

Protein
(Polypeptid)

Gen (DNA)

Transkription

] [ LI+

RNA-Prozessierung
Spleiden

T —
\ 1 +Aminoacyl-tIRNAs

Transport

Abb. 2: Die Genexpression in Eukaryonten. Auf dem Weg vom Gen zur mRNA werden die Introns (weille
Rechtecke) herausgetrennt, und die RNA mit einem 5'-Cap und einem Poly(A)-Schwanz versehen. Das fertige
Protein entsteht nach dem Transport der mRNA bei der Translation an den Ribosomen.
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Diese Tatsache kann besonders anschaulich gemacht werden (siche auch Abb. 3), wenn man
den Zustand einer Zelle durch die folgenden vier Parameter “global” zu beschreiben versucht.
Bezeichnet man mit Genom die Gesamtheit aller Gene, so versteht man unter Transkriptom
die Gesamtheit der Primértranskripte. Die zu einem Zeitpunkt prozessierte mRNA wird weiter
als das Expressom einer Zelle, die Gesamtzahl ihrer Polypeptide hingegen, als deren Proteom
betrachtet. Wiahrend das Genom, abgesehen von chemischen oder physikalischen
Schadigungen, stabil bleibt, stellen die anderen drei Parameter variable Groflen dar, die sich
abhingig von intra- und extrazelluldren Signalen (mitunter drastisch) dndern.

Die hier nun vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Frage, wie die Variation des
Transkriptoms realisiert wird, so da in den folgenden Kapiteln ausschlieflich von
Transkriptionsregulation die Rede sein wird.

Abb. 3: Das Expressom bestimmt den Phénotyp eines Organismus. (A) Raupe und (B) Falter der
Schmetterlingsart Schwalbenschwanz (Papilio machaon). Obwohl beide Entwicklungsstadien der Spezies das
identische Genom besitzen, unterscheidet sich das Expressom von Raupe und Falter drastisch, was zu dem
deutlich unterschiedlichen Erscheinungsbild fiihrt. Das Proteom als eine Teilmenge des Expressoms ist fiir diese
Prozesse maligeblich verantwortlich.
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1.2. Transkription von proteincodierenden Genen

1.2.1. Eukaryontische RNA-Polymerasen

Die komplette DNA-Sequenz von Homo sapiens, die im Rahmen des humanen
Genomprojektes (HUGO) erstellt wurde, erlaubt eine Schiatzung der Zahl menschlicher Gene
auf dreiBlig- bis vierzigtausend. Die molekulare Maschine, welche die DNA-Abfolge dieser
Gene in die RNA-Sequenz umschreibt, nennt man RNA-Polymerase.

Im Gegensatz zu Prokaryonten (Eubacteria, Archaea), die nur eine DNA-abhingige RNA-
Polymerase besitzen, erfordert die enorme Komplexitit eukaryontischer Genome drei
verschiedene RNA-Polymerasen, welche im Zellkern fiir die Synthese verschiedener
RNA-Spezies zustindig sind. Zusitzlich zu den nukledren Enzymen besitzen eukaryontische
Zellen separate mitochondriale und (in Pflanzen) Chlorplasten RNA-Polymerasen, welche
allerdings dhnlich wie die prokaryontischen (Endosymbiontentheorie!) funktionieren.
Biochemisch lassen sich die Aktivitidten der drei im Nukleus lokalisierten eukaryontischen
RNA-Polymerasen anhand ihrer Empfindlichkeit gegeniiber a.-Amanitin, einem Zellgift aus
dem Kbnollenblétterpilz (Amanita phalloides), unterscheiden (Tab. 1). Thre Nummerierung
(RNA-Polymerase I-III) erhielten die Enzyme aufgrund der Reihenfolge ihres Auftretens im
Chromatogramm einer DEAE-Cellulose-Sdule, die mit Extrakten aus embryonalen
Seeigelzellkernen beschickt und mit einem linearen Ammoniumsulfatgradienten entwickelt
wurde (Roeder und Rutter, 1969).

Die RNA-Polymerasen I und III synthetisieren die Ribonucleinsdurekomponenten des
Translationsapparates (rRNAs, tRNAs), wihrend die RNA-Polymerasen II und III die RNA-
Bausteine des SpleiBosoms herstellen. Die proteincodierenden Gene jedoch werden
ausschlieBlich von der RNA-Polymerase II transkribiert. Die Tatsache, dal letztere das in
seiner Komplexitidt am weitesten entwickelte Regulationsnetzwerk aufweisen, macht sie zu

einem &duferst attraktiven Studienobjekt der Transkriptionsregulation.

Typ Gene Transkripte Lokalisation | a-Amanitin-Wirkung
Pol I Klasse I 18S-, 5.8S- und 28S-rRNA Nucleoli keine

Pol I Klasse IT Pri-mRNA, snRNA Nukleoplasma stark, Kp=10" M
Pol III Klasse 111 tRNA, 5S-rRNA, snRNA Nukleoplasma schwach, Kp=10° M

Tab. 1: RNA-Polymerasen im eukaryontischen Zellkern. Pol I, Pol II und Pol III bezeichnen die drei DNA-
abhingigen RNA-Polymerasen. rRNA: ribosomale RNA; mRNA: “messenger* RNA; snRNA: “small nuclear*
RNA (Komponenten des SpleiBosoms), tRNA: “fransfer” RNA.
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Die RNA-Polymerase II besteht aus 12 Untereinheiten (Rpb1-Rpb12), wobei die beiden
groBen Untereinheiten Rpbl und Rpb2, sowie Rpb3 und Rpbll homolog zu den
entsprechenden Untereinheiten der RNA-Polymerase I bzw. III sind. Dariiber hinaus sind fiinf
Polypeptide des RNA-Polymerase II-Komplexes (Rpb5, 6, 8, 10 und 12) identisch mit
Untereinheiten der beiden anderen eukaryontischen RNA-Polymerasen. Nur Rpb4, Rpb7 und
Rpb9 sind RNA-Polymerase IlI-spezifische Proteine. Fiir die RNA-Polymerase II der
Béckerhefe  Saccharomyces cerevisiae — deren hochauflosende dreidimensionale
Kristallstrukur vor kurzem gelost wurde (Cramer et al., 2000) — konnte gezeigt werden, dafl
Rpb4, Rpb7 und RpbY eine wichtige Rolle in der Initiation der Transkription spielen. Dabei
kontrolliert Rpb9 zusammen mit den beiden groBlen Untereinheiten die Selektion der
Startstelle der Transkription, wohingegen Rpb4 und Rpb7 anscheinend dynamische
Komponenten des Enzyms sind, welche nur fiir die Initiation nicht aber fiir die Elongation
gebraucht werden (Hampsey, 1998).

Eine Besonderheit der groften Untereinheit der RNA-Polymerase II ist der Aufbau ihrer
carboxyterminalen Doméne, C7D genannt, die aus Sequenzwiederholungen der
Heptapeptidsequenz YSPTSPS besteht, deren Lénge charakteristisch fiir eine Spezies ist. So
besitzt S. cerevisiae 26-27, der Fadenwurm Caenorhabditis elegans 34, die Fruchtfliege
Drosophila melagonaster 43 und der Mensch 52 Wiederholungen dieser Sequenz. Zudem
weichen die beiden letzten Sequenzwiederholungen von der genannten Consensussequenz,
wiederum speziesspezifisch, ab. Eine fiir die Zelle essentielle Funktion der CTD wurde
sowohl in Hefe (West und Corden, 1995) als auch im Saugersystem (Meininghaus und Eick,
1999) beschrieben. Die RNA-Polymerase II mancher Protisten wie Giardia, Trichomonas und
der von Trypanosomiden, sowie mancher Rotalgen scheint hingegen keine klassische CTD zu
besitzen (Stiller und Hall, 2002; Stiller et al., 2000).

1.2.2. Struktur proteincodierender Gene und ihrer regulatorischen
Sequenzen

Die Transkriptionsregulation ist ein hoch-komplexer Prozess, der durch sogenannte
Genschalter kontrolliert wird, wobei die Schaltelemente ihrerseits von spezifischen Proteinen
bzw. Proteinkomplexen, Transkriptionsfaktoren genannt, gesteuert werden. Generell kann
man zwei Arten von Genschaltern unterscheiden. Wahrend genspezifische Elemente nur die
Aktivitit eines Gens beeinflussen, konnen globale Genschalter die Funktion einer Gruppe von
Genen regulieren (Abb. 4).
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Die genspezifischen Schalter bestehen aus dem Promotor, sowie proximaler und distaler

(13

Promotorelemente. Regulatorische DNA-Sequenzen, die ,vor“ (57) der eigentlichen
informationstragenden Region eines Gens liegen, konstituieren den Promotor. Proximale
Promotorelemente liegen nahe dem Transkriptionsstart, in den meisten Féllen als UAS
(.upstream activating sequence*) bzw. URS (,upstream repressing sequence®)
nstromaufwirts, manchmal auch als NRE (,negative regulatory element) oder DRS
(,,downstream  repressing  sequence)  ,stromabwérts“ vom Promotor. Distale
Promotorelemente wirken aus der Distanz (ein bis mehrere Kilobasen vom Promotor entfernt)
unabhingig von ihrer Position und Orientierung. Als Enhancer stimulieren, als Silencer
hingegen reprimieren sie die Transkription eines Gens (Ogbourne und Antalis, 1998).

Globale Genschalter, wie Insulatoren, MARs (,,matrix attachement regions”) bzw. SARs
(,,scaffold-associated regions™) sind in ihrer Funktion und Wirkung noch nicht besonders gut
untersucht. Man nimmt allerdings an, dal3 sie sowohl die globale Chromatinstruktur (siche
Abschn. 1.4.), als auch die Lokalisation groBerer DNA-Bereiche (mehrere Megabasen) im
Zellkern entscheidend beeinflussen (Bell et al., 2001; Fernandez et al., 2001; Francastel et al.,
2000; Martin, 2001). Einen Hybridstatus nehmen die LCRs (,,locus control regions”) ein, die
einerseits als Kollektion mehrerer starker Enhancer die Aktivitdt eines von mehreren Genen
definierten Locus (im Zusammenspiel mit MARs) positions- und orientierungsabhingig
steuern, andererseits aber fiir die genspezifische Transkriptionsaktivierung essentiell sind
(Francastel et al., 2000).

Erwédhnenswert ist in diesem Zusammenhang auch die Tatsache, da} globale Genschalter und
distale Promotorelemente insbesondere bei mehrzelligen Organismen verwendet werden, bei
einzelligen Eukaryonten (wie beispielsweise der Backerhefe S. cerevisiae) dagegen kaum
vorkommen, was auf ihre Rolle in der Etablierung zelltypspezifischer Genexpressionsmuster
hinweist. Zudem erlaubt eine definierte Kombination von cis-Elementen (Erkennungs-
sequenzen genannt), die als Bindungsstellen fiir verschiedene Transkriptionsfaktoren auf der
DNA fungieren, die Bildung variabler und hochspezifischer Genschalter.

Im Falle von Enhancern kann man dabei zwei verschiedene Konzepte verwirklicht sehen. Bei
modularen Enhancern triagt jeder gebundene Transkriptionsfaktor additiv zum Ausgangssignal
bei, widhrend bei nicht-modularen Enhancern jeder einzelne Faktor essentiell fiir die
Transkription des Gens ist. Somit wird ein ,,AN-AUS“-Mechanismus generiert, wobei der
Zustand ,,AN“ vom Aufbau eines funktionellen Enhanceosoms abhingig ist (Struhl, 2001).
Strittig hingegen ist immer noch die Frage, ob Enhancer nun die Transkriptionsrate eines
Gens erhohen, d.h. die Effizienz mit der ein bestimmtes Gen transkribiert wird, oder den

Transkriptionsstatus — die Wahrscheinlichkeit, dal3 ein Gen
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abgelesen wird — positiv regulieren. Vermutlich verwendet die Zelle aber beide der zwei
moglichen Mechanismen (Martin, 2001).

Am besten untersucht, sowohl in ihrer Struktur als auch in ihrer Funktion, sind jedoch
Promotoren. Ein Promotor enthilt diejenigen Sequenzelemente, die flir die Initiation der
Transkription notwendig und hinreichend sind, und definiert somit die basale Transkription
eines Gens. Hierzu gehdren die TATA-Box (und sie umgebende Sequenzelemente), die ca. 30
bp vor dem Transkriptionsstart liegt und das pyrimidinreiche Initiatorelement (INR), das im
Bereich des Transkriptionsstarts liegt. Die TATA-Box und das INR-Element konnen
synergistisch, aber auch unabhingig voneinander funktionieren und definieren den
Transkriptionsstart durch eine korrekte Positionierung des Transkriptionsapparates. ,,TATA-
lose* Promotoren weisen im Vergleich zu ,,TATA-haltigen* eine sehr viel geringere basale
Aktivitdt auf. Fehlt zusdtzlich noch das INR-Element, wird die Transkription an mehreren
Stellen um den Startpunkt initiiert; eine heterogene Population von Transkripten
unterschiedlicher Linge entsteht. In seltenen Féllen gibt es dariiber hinaus Promotoren mit
einem DPE (,,downstream promoter element®), 30 bp stromabwérts vom Transkriptionsstart,
an Stelle der TATA-Box (Ubersichtsartikel: Hampsey, 1998; Novina und Roy, 1996).

UAS

Insulator

MAR/
SAR

Enhancer

Heterochromatin

Abb. 4: Genregulatorische cis-Elemente dargestellt anhand eines hypothetischen Locus. Die Pfeile geben den
Transkriptionsstart und die Richtung der RNA-Synthese an. LCR (,,locus control region®), UAS (,,upstream
activating sequence*), MAR (,,matrix attachement region‘), SAR (,,scaffold-associated region*). Der Insulator
blockiert die Wirkung des Silencers auf das Gen stromaufwirts und die Wirkung des Enhancers auf das Gen
stromabwarts.
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1.2.3. Die Generellen Transkriptionsfaktoren

Die ecukaryontischen nukledren RNA-Polymerasen erkennen, genauso wie die
prokaryontische RNA-Polymerase, welche den o-Faktor zur Promotorerkennung bendtigt,
nicht direkt den Transkriptionsstartpunkt von Genen, sondern nur in Verbindung mit weiteren
Proteinen. Im Falle der RNA-Polymerase II sind dies die generellen Transkriptionsfaktoren,
GTFs genannt, die den minimalen Satz an Faktoren darstellen, welche in vitro fiir die

Transkription bestimmter Modellpromotoren bendtigt werden (Abb. 5).

Aktivator

UAS Core Inr DPE

Abb. 5: Die Generellen Transkriptionsfaktoren (GTFs). Der Pfeil gibt den Transkriptionsstartpunkt und die
Richtung an. Der Transkriptionsfaktor (TF) TFIID erkennt und bindet die TATA-Box (TATAAA). UAS
(,upstream activating sequence™), Core (,,Core-Promotor), Inr (Initiator), DPE (,downstream promoter
element™), pol 11 (RNA-Polymerase II).

Die Herstellung von funktionellen Klasse Il in-vitro-Transkriptionssystemen aus humanen
Zellkernextrakten (Matsui et al., 1980; Weil et al., 1979) und die Fraktionierung dieser
Extrakte fiihrte zur Identifizierung der generellen Transkriptionsfaktoren TFIIA, TFIIB,
TFIID, TFIIE, TFIIF und TFIIH (Ubersichtsartikel: Hampsey, 1998; Lee und Young, 2000;
Reinberg et al., 1998; Roeder, 1996). Ein weiteres Charakteristikum der RNA-Polymerase 11
ist aulerdem die Tatsache, daB3 sie, im Gegensatz zu allen anderen RNA-Polymerasen, die
DNA im Bereich des Transkriptionsstartes der weitaus meisten Gene nicht selbst
aufschmelzen kann, sondern dabei auf die Helikaseaktivitit von TFIIH angewiesen ist.
Zusammenfassend 1463t sich also feststellen, dal die RNA-Polymerase II sowohl zur
Promotorerkennung als auch zur Promotor6ffnung auf die Mithilfe der GTFs angewiesen ist.

Deren genaue Zusammensetzung und Funktionsweise ist in Tabelle 2 dargestellt.
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Faktor Untereinheiten | M [kDa] Funktion
TFIID TBP 1 38 Promotorerkennung (TATA-Box);
Rekrutierung von TFIIB;
TAFys 13 18-250 | Promotorerkennung (INR, DPE); positive und negative
regulatorische Funktionen;
TFIIA 3 Stabilisierung der TBP-DNA-Bindung;
Stabilisierung von TAF;;-DNA-Interaktionen;
Antirepression;
TFIIB 1 Rekrutierung von RNA-Polymerase 11 und TFIIF;
Determination der Transkriptionsstartstelle;
TFIIF 2 Rekrutierung von RNA-Polymerase II an den Promotor;

Destabilisierung unspezifischer RNA-Polymerase II-
DNA-Wechselwirkungen;

TFIIE 2 Rekrutierung von TFIIH; Modulation der Kinase-,
Helikase- und ATPase-Aktivitdat von TFIIH;
Erleichterung der Strangtrennung;

TFIIH| XPB/ 1 89 3'-5'-Helikase; ATPase; essentiell fiir Promotordffnung
ERCC3 und frithe Elongationsphase der Transkription; NER;
XPD/ 1 80 5°-3'-Helikase; ATPase; wichtig fiir DNA-Reparatur:
ERCC2 Hhucleotide excision repair (NER);
MATI1 1 36 RING-Finger; stimuliert Kinaseaktivitit; NER;
Cdk7/ 1 39 Cyclin-abhingige Kinase; Aktivierung durch
MO15 Phosphorylierung von Threonin 170; Inaktivierung d.
Phosph. von Serin 164 in Mitose; CTD-Kinasierung;
Cyclin H 1 38 essentiell fiir Kinaseaktivitit von Cdk7; kann durch
Cdk8/Cyclin C phosphoryliert werden (Inaktivierung);
p62 1 62 Bindungspartner fiir Aktivatoren (p53, VP16); NER;
p52 1 52 NER;
p44 1 44 Zink-Finger; wichtig fiir NER
p34 1 34 NER;

Tab.2: Die generellen Transkriptionsinitiationsfaktoren. Die Anzahl der Untereinheiten und die
Molekulargewichte (M) gelten fiir die humanen Proteine. Der Faktor TFIIH spielt neben seiner Funktion in der
Transkription auch eine wichtige Rolle bei der DNA-Reparatur. TBP (TATA-Bindungsprotein), TAFys (TBP-
assoziierte Faktoren der Klasse II-Transkription), INR (Initiatorelement), DPE (,,downstream promotor
element), NER (,,nucleotide excision repair®).

TBP, das TATA-Box bindende Protein, nimmt in diesem Zusammenhang insofern eine
besondere Stellung ein, als dafl es bei der Transkription aller drei eukaryontischen RNA-
Polymerasen beteiligt ist, und zwar als Bestandteil von SL1 bei der RNA-Polymerase I, von
TFIID bei RNA-Polymerase II und als Komponente von TFIIIB bei der RNA-Polymerase III.
AuBerdem ist TBP auch eine Untereinheit von SNAP¢, einem Proteinkomplex der das
»proximale Sequenzelement™ (PSE) erkennt, das die Transkription von snRNA durch RNA-
Polymerase II und III steuert.
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Im Kontext von TFIID ist TBP essentiell fiir die Erkennung und Bindung der TATA-Box,
wihrend bei ,,TATA-losen“ Promotoren und Genen mit einem DPE die TAFys die
essentiellen Kontakte mit der DNA vermitteln. Eine ausfiihrliche Beschreibung der TAFys
(siche auch Abschn. 8.1., Tab. 9) und ihrer Funktionen findet sich im folgenden
Ubersichtsartikel (Gangloff et al., 2001). Ferner existieren noch zwei weitere TBP
enthaltende Klasse II-Transkriptionsfaktoren — TAC (Mitsiou und Stunnenberg, 2000) und
B-TFIID (Pereira et al., 2001), welche TFIID in vitro ersetzen konnen, deren genaue Rolle in
der RNA-Polymerase II-Transkription in vivo allerdings nicht bekannt ist.

Heute weill man allerdings, daB TBP als GTF weder in vivo noch in vitro absolut essentiell
fiir die RNA-Polymerase II-Transkription ist, sondern, dall es noch Paraloge von TBP gibt,
die letzteres Gen- bzw. Promotor-abhingig ersetzen konnen (Muller et al., 2001; Veenstra et
al., 2000). Man unterscheidet daher heute die TBP-Familie, zu denen TBP (Landpflanzen
haben zwei, manche Archaen sogar drei TBP-Gene) und das Drosophila TRF (,,TBP-related
factor”) gehoren, von der TLF-Familie (,,TBP-like factor”), die bisher nur in Metazoa
gefunden wurde (Dantonel et al., 1999). Fiir TRF1 konnte gezeigt werden, da3 es an TC-
Boxen bindet, die ca. 25 Nukleotide stromaufwirts von der Startstelle der Transkription
liegen. Eine Consensussequenz fiir die TLFs dhnlich der TATA-Box im Falle von TBP ist
bisher nicht bekannt.

1.2.4. Mechanismen: Initiation, Elongation und Termination

Der Ablauf der Transkription proteincodierender Gene 1d6t sich formal in die drei Schritte
Initiation, Elongation und Termination der Transkription einteilen. Die Initiation wird mit der
Bildung des Prdinitiationskomplexes (,pre-initiation complex*, PIC), bestehend aus RNA-
Polymerase II und den GTFs, eingeleitet. In einem gereinigten in-vitro-Transkriptionssystem
146t sich die PIC-Bildung in einen mehrstufigen Prozel untergliedern. Inwiefern dies die
in-vivo-Situation reprasentiert ist noch Objekt der aktuellen Forschung.

Beginnend mit der sequenzspezifischen Bindung von TFIID an den Promotor unter
Ausbildung eines bindren Komplexes, der durch TFIIA stabilisiert wird, erfolgt die Einleitung
der PIC-Bildung. Der terndre Komplex bildet so eine Andockstelle fiir TFIIB, welches die
Bindung eines bereits existierenden Komplexes aus RNA-Polymerase II und TFIIF durch eine
gleichzeitige Interaktion mit TBP und der Polymerase ermoglicht. Die RNA-Polymerase
rekrutiert zusammen mit TFIIF schlieflich TFIIE und TFIIH unter Bildung eines
»DABFpolEH“-Aggregates von nahezu 2 MDa. Bei Zufuhr von Energie in der Form von

(d)ATP wandelt sich der ,,geschlossene* PIC in die ,,offene Form um (Isomerisierung),
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bei dem die beiden DNA-Stringe in einem kleinen Bereich ,,stromauf- und stromabwarts®
von der Initiationsstelle mit Hilfe der ATP-abhidngigen 3°-5'-Helikaseaktivitdit von TFIIH
aufgeschmolzen werden. Fiir den Adenovirus ,,Major Late“-Promotor (AdMLP) konnte in
diesem Zusammenhang gezeigt werden, dal der DNA-Bereich von —9 bis +2 (von der
Startstelle aus gesehen) einzelstrangig wird. Werden dem in-vitro-System auBBer (d)ATP keine
weiteren Nukleotide zugegeben, so kann keine RNA-Synthese stattfinden, und die
Aufrechterhaltung des ,,offenen” Zustandes erfordert eine kontinuierliche Hydrolyse von
(d)ATP (an der B—y-Phosphodiesterbindung) durch TFIIH. Nach Zugabe von Nukleotiden,
einhergehend mit der Bildung der dritten Phosphodiesterbindung, ist die Promotoréffnung
auch ohne (d)ATP-Hydrolyse stabil und die Initiation ist abgeschlossen. Allerdings muf3 die
RNA-Polymerase II immer noch zwei weitere Phasen durchlaufen bevor sie die
elongationskompetente Form einnimmt, welche eine kontinuierliche RNA-Syntheserate
ermoglicht. Erst mit dem Einbau des vierten Nukleotids in die wachsende RNA-Kette
befindet sich die RNA-Polymerase II in einem Zustand, der im Englischen treffend mit
»escape commitment bezeichnet wird, und dadurch gekennzeichnet ist, dal das Enzym nicht
mehr durch Zugabe von Kompetitor-DNA von der DNA-Vorlage dissoziiert werden kann.
Dieser Schritt und das Durchlaufen der Phase bis zur Kniipfung der neunten
Phosphodiesterbindung — ,, promoter escape — werden von TFIIE, TFIIF sowie der XBP-
Helikase von TFIIH extrem stimuliert, indem sie sowohl die Produktion abortiver Transkripte
durch RNA-Polymerase 11, als auch deren irreversibles Festsitzen verhindern. Diese Faktoren
erhohen also nicht die Transkriptionsrate sondern die Wahrscheinlichkeit fiir eine initiierte
RNA-Polymerase II in die Elongationsphase tiberzugehen. Nach der Inkorporation des elften
Nukleotids hat die XPB-Helikase keine Funktion mehr und mit der Ausbildung der
fiinfzehnten Phosphodiesterbindung ist das Verlassen des Promotors (,,promoter clearance)
abgeschlossen (Ubersichtsartikel: Dvir et al., 2001; Fiedler und Marc Timmers, 2000).
Kinetische Untersuchungen haben ergeben, dal beim AAMLP in der Abwesenheit von TFIIE
und TFIIH und bei Verwendung von TBP und superhelikaler DNA der ,,promotor escape*-
Schritt geschwindigkeitsbestimmend ist (Kugel und Goodrich, 2000). In einem kompletten in-
vitro-Transkriptionssystem, das alle GTFs sowie relaxierte AdML-Promotor-DNA enthilt, ist
zusétzlich die PIC-Bildung geschwindigkeitsbestimmend. Der Interleukin 2 (IL2)-Promotor
hingegen weist nur einen kinetisch kontrollierten Schritt auf, und zwar die Rekrutierung von
RNA-Polymerase IIeTFIIF im Rahmen der Priinitiationskomplexbildung (Ferguson et al.,
2001). Genau diese Stufe bei der Ausbildung des PICs ist auch im Kontext des AdMLP
geschwindigkeitslimitierend.

Die exakte Wirkungsweise der XPB-Helikase von TFIIH ist bis dato nicht im Detail
verstanden. Sicher ist allerdings, dal das XPB-Protein keine klassische DNA-Helikase ist,

sondern als eine Art molekularer Drehmomentschliissel funktionieren muf3,
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der in einem ATP-getriebenen Proze3 die Rotation der DNA ,,stromabwérts* relativ zur nicht
frei drehbaren DNA ,stromaufwérts vom Transkriptionsstartpunkt ermdglicht, was
letztendlich zu einem Aufwinden der DNA am Initiationspunkt fiihrt. Man nimmt an, daf3 in
diesem Proze8 neben XPB-DNA-Kontakten auch Interaktionen von anderen TFIIH-
Untereinheiten mit weiteren PIC-Komponenten eine entscheidende Rolle spielen (Kim et al.,
2000). Dafiir spricht auch, da fiir die volle Funktionalitit von TFIIH in vivo dessen
molekulare Integritdt essentiell ist, wie das Beispiel von temperatursensitiven
Punktmutationen in XPD bei vier Patienten, die an Trichothiodystrophy leiden, zeigt
(Vermeulen et al., 2001). Die Beschreibung von TFIIH als PIC-Isomerase wird somit dem
aktuellen Wissensstand am besten gerecht, insbesondere wenn man davon ausgeht, daf3 die
PIC-Bildung eine Windung der Promotor-DNA um die RNA-Polymerase II — mit allen
topologischen Konsequenzen - zur Folge hat (Douziech et al., 1999; Dvir et al., 2001).

Eine weitere wichtige Rolle von TFIIH in der Initiation und frithen Elongation ist die
Phosphorylierung der CTD von RPBI1 durch den sogenannten CAK-Subkomplex, bestehend
aus Cdk7, Cyclin H und MAT1. Wéhrend in gereinigten in-vitro-Transkriptionssystemen die
CTD nur an ganz speziellen Promotoren gebraucht wird (z.B. DHFR-Promotor) ist die
Phosphorylierung der CTD weder fiir die Initiation noch fiir die Elongation der Transkription
notig (Akoulitchev ef al., 1995). Im Kernextrakt hingegen ist sowohl die CTD als auch die
Phosphorylierung der CTD abhéngig von den Testbedingungen mehr oder weniger essentiell
(Buermeyer et al., 1995; Li und Kornberg, 1994), was sehr gut mit der in-vivo-Situation in der
Béckerhefe iibereinstimmt, wo die Transkription - mindestens 87% aller Gene - von CAK
abhingig ist (Holstege et al., 1998). Allerdings ist auch im Fall der CTD-Phosphorylierung
durch CAK, die molekulare Wirkungsweise nicht verstanden, und das simple Modell, daf3
nicht-phosphorylierte RNA-Polymerase II (Pol IIA) die initiationskompetente Form, an der
CTD hyperphosphorylierte Polymerase (Pol I1IO) dagegen die elongierende Form des Enzyms
darstellt, wurde kiirzlich in Frage gestellt (Castano et al., 2000; Cho et al., 1999).

Als ziemlich sicher gilt hingegen, daB CAK Serin 5 und der positive Transkriptions-
Elongationsfaktor b (P-TEFb; Price, 2000), der aus Cdk9 und Cyclin T1 besteht, Serin 2 in
der Heptapeptidsequenz der CTD phosphoryliert, wobei der Transkriptionsaktivator Tat
(Karn, 1999) aus HIV (humanes Immundefizienz-Virus) P-TEFb so umprogrammieren kann,
daB dieser auch Serin 5 modifizieren kann. Fiir das ,,HIV-Kernextrakt-System* konnte ferner
gezeigt werden, dall die basale Transkription von Cdk7 bis zu einem Bereich zwischen
Position +14 und +36 , und von Cdk9 bis zur Position 79 abhéngt (Zhou et al., 2000).
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Eine direkte Korrelation dieser Beobachtungen mit der CTD-Modifikation konnte bisher
allerdings nicht bewiesen werden. Zudem scheinen die N-TEFs (negative Transkriptions-
Elongationsfaktoren) DSIF und NELF durch Phosphorylierung inaktiviert zu werden (Kim
und Sharp, 2001; Ping und Rana, 2001) und ihre hemmende Wirkung auf die
Transkriptionselongation {iben sie auch bei der Verwendung CTD-freier RNA-Polymerase 11
aus (Yamaguchi et al., 1999).

Ein weiterer Grund fiir die essentielle Rolle der CTD in vivo liegt mit Sicherheit auch darin,
dafl Bestandteile der RNA-Prozessierungsmaschinerie mit der CTD interagieren und ihre
Funktion von dieser abhingt (Ubersichtsartikel: Hirose und Manley, 2000; Komarnitsky et
al., 2000). Die direkte stimulierende Wirkung von Komponenten des SpleiBBapparates auf die
Elongation in vitro konnte kiirzlich demonstriert werden (Fong und Zhou, 2001).

Im Elongationsmodus weist die RNA-Polymerase II eine beeindruckende Prozessivitét auf,
die es ihr unter anderem ermdglicht, ein Transkript mit einer Lénge von zwei Millionen
Nukleotiden — die Dystrophin-prai-mRNA — zu synthetisieren, ohne von der DNA-Vorlage zu
dissoziieren. Ein Vergleich der pri-mRNA-Syntheserate in vivo (1200-1500 Nukleotide pro
Minute) mit der in-vitro-Polymerisationsgeschwindigkeit gereinigter RNA-Polymerase II
(300-400 Nukleotide pro Minute) fithrte zu der Beobachtung, dal das Enzym wihrend der
Elongation transient pausiert bzw. arretiert werden kann, und daB es Faktoren gibt
(Elongationsfaktoren), welche die FElongationsgeschwindigkeit positiv beeinflussen
(Ubersichtsartikel: Conaway et al., 2000). Als Beispiel sei hier der Transkriptions-
elongationsfaktor TFIIS genannt, der es einer arretierten Polymerase, bei der das katalytische
Zentrum im Bezug zur 3’OH-Gruppe der wachsenden RNA-Kette (was durch ein
Zuriickgleiten des Enzyms auf der DNA-Vorlage verursacht wird) falsch positioniert ist,
erlaubt, in den produktiven Elongationsmodus zuriickzukehren. TFIIS induziert dabei eine
intrinsische Endoribonucleaseaktivitit der RNA-Polymerase II, die ein Zurechtschneiden der
RNA-Kette, einhergehend mit der Generierung eines neuen korrekt positionierten 3'OH-
Endes, bewirkt. Interessanterweise wird auch die Elongationsphase der E. coli-RNA-
Polymerase durch einen sehr dhnlichen Mechanismus reguliert, bei dem ein Heterodimer aus
GreA und GreB die intrinsische Endoribonuclease aktiviert.

Schlulendlich muf3 die Transkription noch korrekt terminiert werden, wobei eine enge
Kopplung der Termination mit der Polyadenylierung des 3’-Endes der pra-mRNA fiir diesen
Vorgang als wesentlich betrachtet wird. Voraussetzung fiir die Termination ist die Freisetzung
des Transkriptes, worauf die Dissoziation der Polymerase von der DNA erfolgt.

Dieses Zwei-Schritt-Modell ist durch folgende Abldufe charakterisiert. Zu Beginn der RNA-
Synthese in einem Bereich von Position +1 bis +30 erfolgt das sogenannte ,.capping®,
welches das 5'-Ende des Transkriptes markiert und die RNA vor einem Abbau durch RNasen

schiitzt.
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Fast alle eukaryontischen mRNAs werden an ihrem 3’-Ende polyadenyliert (eine Ausnahme
bilden z.B. die Histon-mRNAs), eine Reaktion, die von einem cis-Element auf der pri-
mRNA, dem Polyadenylierungssignal (poly(A)-Signal) mit der Consensussequenz
AAUAAA, abhingt. Der Proteinkomplex CPSF (,,cleavage polyadenylation specificity
factor) erkennt und bindet diese Sequenz, woraufhin die RNA ca. 20 Nukleotide
,,Stromabwarts* meist nach einem A-, manchmal auch einem G-Rest, durch eine noch nicht-
identifizierte Endoribonukleaseaktivitit geschnitten wird. Ein GU- bzw. U-reiches cis-
Element, das der Schnittstelle direkt folgt, ist zusidtzlich fiir einen effizienten Ablauf dieser
Reaktion notwendig, da es die Bindungsstelle fiir CstF (,,cleavage stimulation factor) ist.
Dariiber hinaus wurden noch zwei weitere Faktoren beschrieben, CFI und CFII, die bei
diesem ProzeB3 eine Rolle spielen. Eine Rekrutierung der poly(A)-Polymerase (PAP) durch
CPSF leitet dann letztlich die Polyadenylierung ein (Proudfoot, 2001). Die Kopplung der 3'-
Prozessierung mit der Termination der Transkription wird einerseits dadurch deutlich, daf3
sowohl CPSF als auch CstF mit der CTD der RNA-Polymerase II interagieren, und daf die
CTD iiberdies essentiell fiir die Generierung des 3'-Endes der mRNA ist. Andererseits ist das
Erkennen des poly(A)-Signals eine Voraussetzung fiir die korrekte Termination. Ungeachtet
des Schneidens der pra-mRNA durch die 3’-Prozessierungsmaschinerie, die ja letztlich der
Freisetzung des Transkriptes gleichkommt, setzt die Polymerase ihren Weg noch fiir 0.2 — 2.0
kb fort, bevor sie von der DNA-Vorlage dissoziiert. Die dabei produzierte RNA hat kein 5'-
Cap, und wird deshalb duBerst rasch abgebaut. Wie dieser zweite Schritt genau gesteuert wird
ist noch unklar, man geht aber davon aus, daB auch das Splei3-Akzeptor-Signal des
terminalen Introns, das heifit im Prinzip die Definition des terminalen Exons durch den
Spleiapparat, die Dissoziation der RNA-Polymerase Il in Gang setzt (Proudfoot, 2000;
Proudfoot et al., 2002). Die Polymerase steht nun fiir eine erneute Transkriptionsinitiation zur

Verfligung.

1.2.5. Aktivatoren

Aktivatoren (und andere regulatorische Proteine) miissen zwei Voraussetzungen erfiillen. Sie
miissen einerseits an spezifische Zielsequenzen eines bestimmten Gens binden und
andererseits mit Komponenten des Transkriptionsapparates wechselwirken. Diese binére
Funktionalitdt duBert sich dementsprechend im modularen Aufbau dieser Proteine. Die
weitaus meisten Aktivatoren haben eine DNA-Bindungsdomine sowie eine (oder mehrere)
Aktivierungsdomine(n), die funktionell separierbar sind, und unabhingig voneinander
agieren konnen. Zum Beispiel funktioniert die Aktivierungsdoméne des Hefeproteins Gal4
weiterhin als Transaktivator, wenn sie mit der DNA-Bindungsdoméne des bakteriellen

Repressors LexA fusioniert wird, und gleichzeitig die Erkennungssequenzen fiir das
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Gal4-Protein, ,,Gal4-sites* genannt, durch ,,LexA4-sites* am Promotor ersetzt werden. Solche

synthetischen Aktivatoren wirken an Reportergenen, welche die Erkennungsstellen fiir die

jeweilige DNA-Bindungsdomine enthalten, in vitro und in vivo (Ptashne und Gann, 1990).

Die Rolle der DNA-bindenden Doméne ist also die Aktivierungsdomine in die Nidhe des

Promotors zu bringen. Dementsprechend hat die Natur auch noch ein dhnliches Konzept

entwickelt, indem sie die beiden Doménen (physikalisch getrennt) auf zwei Proteine verteilt,

was eine hohere Flexibilitit des Systems erlaubt, da nun die Aktivierungsdomine

(theoretisch) mit mehreren verschiedenen DNA-Bindungsdoménen interagieren kann und

umgekehrt. Beispiele dafiir sind das als Aktivator-wirkende Protein B-Catenin, das iiber die

Wechselwirkung mit dem DNA-bindenden Protein TCF/LEF in Promotorndhe gebracht wird

(Ubersichtsartikel: Eastman und Grosschedl, 1999), und die intrazellulire Doméne von Notch

(Notch-IC-Aktivator), welche durch CBFI1/RBP-Jk rekrutiert wird (Oswald et al., 2001).

Kiirzlich wurde berichtet, daB auch TCF/LEF-1 Notch-IC an bestimmte Zielgene bringen

kann (Ross und Kadesch, 2001). Zudem vermittelt CBF1/RBP-Jk die Bindung des Epstein-

Barr-Virus Transaktivators EBNA2 an virale Promotorelemente (Henkel et al., 1994). Eine

weitere Variation dieses Konzeptes repriasentiert das HIV TAT-Protein, welches an Stelle von

DNA die TAR-RNA-Sequenz am 5’-Ende des viralen Transkriptes zusammen mit Cyclin T

erkennt und bindet (Karn, 1999).

Man kann die Aktivatoren nun gemid dem Typus ihrer DNA-Bindungs- sowie ihrer

Aktivierungsdomine in verschiedene Gruppen einteilen. Da diese Prinzipien schon in

einschldgigen Lehrbiichern ausreichend behandelt sind, werde ich nur relativ kurz darauf

eingehen.

In eukaryontischen Transkriptionsfaktoren findet man eine immer noch steigende Anzahl

unterschiedlicher DNA-Bindungsmotive, deren am besten charakterisierte Vertreter an dieser

Stelle kurz diskutiert werden (Ubersichtsartikel: Harrison, 1991; Pabo und Sauer, 1992).

e Beim Zinkfinger (Mensch: SP1, Hefe: Gal4) ist im klassischen Fall ein Zn*"-Ion iiber die
Seitenketten von zwei Cystein- und zwei Histidinresten tetragonal koordiniert, und eine
Schlaufe von ca. 23 Aminosiuren bildet dabei die fingerartige Ausstiilpung. In der Regel
hat ein Zinkfingerprotein mehrere Zinkfinger, die durch eine weitere Schlaufe von ca.
sieben bis acht Aminosduren getrennt sind, welche eine a-helikale Struktur einnimmt, und
die DNA bindet.

e Das ,Helix-turn-helix (HTH)“-Motiv wurde zuerst bei DNA-Bindungsdoménen von
Phagenrepressoren (z.B. Acl-Repressor) gefunden. Zwei a-Helices sind dabei {iber einen
kurzen Linker (4 aa) miteinander verbunden, wobei eine a-Helix in der groen Furche der
DNA positioniert wird, wiahrend die andere in einem Winkel (ca. 120°) quer zur DNA
zum Liegen kommt. Die aktive Einheit ist ein Dimer, bei dem beide HTH-Doménen in
enge rdumliche Nédhe kommen. Eine Abwandlung dieses Motivs findet man bei
Eukaryonten in der Homdobox (ca. 60 aa) verwirklicht, welche aus drei a-Helices

aufgebaut ist, wobei sich Helix 3 in die gro3e Rinne der DNA legt (Erkennungshelix).
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Helix 1 und Helix 2 liegen dabei in antiparalleler Anordnung eng beieinander, etwa in
einem rechten Winkel zur Erkennungshelix positioniert. Prominente Vertreter sind die
Hox-Proteine der Sduger, und die Polypeptide aus der Gruppe der homdéotischen Gene von
Drosophila (z.B. engrailed (En), antennapedia (antp), ultrabithorax (ubx), even-skipped
(eve) und fushi-tarazu (ftz)). All diesen Faktoren ist gemeinsam, dal} sie eine essentielle
Aufgabe bei der Embryogenese und der Umsetzung des Korperbauplans in der
Entwicklung zum adulten Tier haben. Die Familie der POU-Proteine (Pitl, Oct, Unc86)
stellen eine weiter Variation des beschriebenen Prinzips dar. Sie besitzen eine POU-
Homoobox und eine POU-spezifische Domine, die sich beide unabhingig voneinander
zum HTH-Motiv falten konnen und durch ein flexibles Verbindungsstiick von 14-26
Aminosduren getrennt sind. Bei der POU-spezifischen Domine konstituiert Helix 3 auch
die Erkennungshelix, allerdings wird diese Doméne durch vier Helices gebildet.

Das bHLH-Motiv (,,basic helix-loop-helix) bei dem an zwei amphipathische a-Helices,
die iiber eine Schlaufe miteinander verbunden sind, eine basische Region angrenzt, findet
man bei einer Gruppe von Transkriptionsfaktoren, welche Homo- bzw. Heterodimere
bilden. Wiéhrend die o-Helices hauptsidchlich die Dimerisierung vermitteln, ist die
basische Region fiir die DNA-Bindung notwendig (z.B. E12, E47, MyoD).

Beim bZIP-Motiv (,,basic leucine zipper®) ist eine amphipathische a-Helix, bei der jeder
siebte Aminosdurerest ein Leucin ist, ebenfalls mit einer basischen DNA-bindenden
Region kombiniert. Das dadurch entstehende Geriist &hnelt der Halfte -eines
ReiB3verschlusses, bei dem die Leucinreste die Zacken bilden. Kombiniert mit einer
weiteren bZIP-Doméne erfolgt die Dimerisierung zu einer ,,coiled coil**-Struktur, welche
den reiBverschluBartigen Aufbau komplettiert. Durch die Dimerbildung kommen die
basischen Regionen in eine Stellung, die mit dem Greifen einer Zange verglichen werden
kann. Tatséchlich legen sich die basischen Regionen in der Form von a-Helices — die
Sekundérstruktur  wird erst durch die Nucleinsdurebindung induziert - auf
gegeniiberliegenden Seiten in die grole Furche der DNA. Vertreter dieser Gruppe im
Saugersystem sind c-Jun, c-Fos und CREB, welche homo- bzw. heterodimerisieren
konnen.

Die bHLH-ZIP-Proteine c-Myc, Max, Mad und USF binden die DNA analog den bZIP-
Faktoren, allerdings ist zwischen der basischen Region und der amphipathischen Helix
noch eine HLH-Doméne insertiert.

Die T-Box (Tbx1/Brachyury, Tbx3, Tbx4, Tbx5) hat Strukturelemente, die dem HTH-
Motiv dhneln, allerdings sind die beiden Helices nur durch zwei Aminosiuren
voneinander separiert, bilden im Gegensatz zum HTH-Motiv einen rechten Winkel
miteinander, und die Erkennungshelix bindet die kleine Furche der DNA und nicht die
groBe. Die gesamte DNA-Bindungsdoméne ist auBergewoOhnlich gro3 (200 aa), und

besteht aus einem siebenstriangigen ,,F-barrel (Immunglobulin-,.fold‘) und vier Helices.
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Zwei Helices binden wie erwidhnt DNA (Helix 3 und Helix 4), wahrend Helix 2 wichtig
fiir die Dimerisierung der Doméne ist. Das Dimer {iberspannt dann in einer Art Bogen die
DNA. Gleichzeitig interagiert eine Kombination aus zwei kurzen [B-Faltblattern und
Schlaufen mit der grolen Rinne der DNA. Fiir T-Box-Faktoren konnte gezeigt werden,
daB sie fiir die Embryonalentwicklung essentiell sind, insbesondere die Spezifizierung des
Mesoderms hiingt wesentlich von ihnen ab (Ubersichtsartikel: Smith, 1999).

Aktivierungsdoménen bestehen gewohnlich aus 30 bis 100 Aminoséuren und sind strukturell
meist dulerst flexibel, so daB eine Klassifizierung nach Sekundirstrukturelementen nicht
erfolgen kann. Ein Charakteristikum der Transaktivierungsdominen ist allerdings das
gehdufte Auftreten von Aminosiureresten mit gleichen chemischen Eigenschaften, so dal3
man glutaminreiche (Spl, Octl, Oct2, GAGA, Pu.l, CREB), prolinreiche (CTF/NF1,
SMADA4, Oct2, AP-2, EKLF), serin-/threoninreiche (Sox-2, Sox-4, v-Rel) und saure (NFkB,
VP16, E1A, Gal4, SREBP, Glucocorticoidrezeptor, p53, c-Jun, Pu.1) Doménen unterscheiden
kann. Man nimmt daher an, daB die Aktivierungsdomidnen in einem ,induced fit“-
Mechanismus, definierte Sekundirstrukturelemente ausbilden, wenn sie mit ihren
Bindungspartnern interagieren (Bsp.: VP16, CREB; Parker et al., 1998; Uesugi et al., 1997).
Dies ermoglicht im Gegenzug eine gewisse Variabilitdit im Hinblick auf mdgliche
Bindungspartner. Fiir die Transaktivierungsdomédne (TAD) von p53 konnte mit Hilfe von
mehrdimensionalen NMR-Studien gezeigt werden, da p53-TAD im ganzen zwar
unstrukturiert vorliegt, trotzdem aber lokale Elemente mit Sekundérstruktur existieren (Lee et
al., 2000).

Interaktionspartner flir Aktivierungsdoménen sind zum einen Komponenten der basalen
Transkriptionsmaschine bzw. Elongationsfaktoren, zum anderen sogenannte Cofaktoren oder
Coaktivatoren, welche eine Vermittlerrolle zwischen der regulatorischen Oberfliche des
Aktivators und Bestandteilen der basalen Maschine einnechmen, oder Faktoren binden, welche
die Chromatinstruktur (Abschn. 1.4.) dndern bzw. Histone modifizieren (Ubersichtsartikel:
(Lemon und Tjian, 2000; Niar et al, 2001; Orphanides und Reinberg, 2000). Diese
Wechselwirkungen fithren zu einer verstirkten Rekrutierung von  generellen
Transkriptionsfaktoren, allosterischen Anderungen im Priinitiationskomplex,
Modifizierungen von GTFs und einer Offnung der Chromatinstruktur bzw. Dissoziation
negativer Regulatoren. Dariiber hinaus wurde kiirzlich iiber einen Einflul von VP16 auf die
RNA-Polymerase II-Elongation im Zusammenhang mit Effekten auf das Spleilen berichtet
(Kadener et al., 2001).
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1.2.5.1. Nukledre Hormonrezeptoren

Die nukledren Hormonrezeptoren sind Polypeptide, welche in einem ersten Schritt aufgrund
des Hormonsignals vom Cytoplasma — wo sie durch Maskierung der
Kernlokalisationssequenz durch Bindung an Hitzeschockproteine der Hsp90-Familie
zuriickgehalten werden — verstiarkt in den Kern translokieren, um dort in einem zweiten
Liganden-abhingigen Schritt die Transkription von Zielgenen anzuschalten. Insbesondere die
Steroidhormonrezeptoren  (Glucocorticoid-Rezeptor (GR), Androgen-Rezeptor (AR),
Ostrogen-Rezeptor (ER), Mineralcorticoid-Rezeptor (MR) und Progesteron-Rezeptor (PR))
sind auf diese Weise reguliert, wéihrend die zweite Gruppe von Hormonrezeptoren
(Thyroidhormon-Rezeptor (TR), Vitamin D-Rezeptor (VDR), Retinsdure-Rezeptoren (RAR,
RXR) und andere) meist schon ohne Ligand an ihre Erkennungssequenzen im Chromatin
gebunden sind, und dort als negative Faktoren wirken. Die Steroidhormonrezeptoren binden
als Homodimere an gegenldufige, palindrome Sequenzmotive, wihrend die zweite Gruppe als
Heterodimere, meist in Kombination mit RXR, direkte Sequenzwiederholungen, mit
verschiedenen definierten Abstinden, auf der DNA erkennen (diese Regeln werden aber nicht
strikt eingehalten!). Die nukledren Hormonrezeptoren besitzen zwei entscheidende
Gemeinsamkeiten. Erstens besteht ihre DNA-bindende Domine aus zwei Cys2/Cys2-
Zinkfingern, welche der gesamten Doméne einen globuldren Zustand verleihen und zwei
a-Helices in einem rechten Winkel zueinander positionieren, wobei die N-terminale
Erkennungshelix mit den HREs (,,hjormone response element*) auf der DNA interagiert.
Zweitens weisen sie eine N-terminal (AF1) bzw. eine C-terminal (AF2) gelegene
Aktivierungsdoméne (Aktivierungsfunktion, kurz AF genannt) auf, wobei AF1 konstitutiv

aktiv, AF2 hingegen nur bei Anwesenheit des Liganden aktiv ist.

1.2.5.2. Der virale Aktivator VP16

Das Herpes simplex Virus (HSV) Virion-Protein VP16 (Vmw65/aTIF/VF65) ist ein
auBergewohnlich starker Transaktivator, der eine saure Aktivierungsdomine (aa 411-490)
besitzt, aber aufgrund einer fehlenden (klassischen) DNA-Bindungsdoméne iiber eine
Interaktion mit den zelluldren Proteinen Oct-1 und HCF an seine Zielsequenzen
(TAATGARAT) von Promotoren , frither* (,,immediate early*) HSV-Gene gebracht wird. Die
Kristallstruktur der hochkonservierten ,,core*“~-Doméne von VP16 (aa 49-412) zeigt zum einen
ein neuartiges Sessel-dhnliches Faltungsmotiv, zum anderen liefert sie ein plausibles Modell,
wie VP16 mit seinen Bindungspartnern Oct-1 bzw. HCF interagiert und selbst DNA-Kontakte
machen kann (Liu et al., 1999).
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In zelluldren Assays mit hohen Virusinfektionsraten von HSV-1 ist die Transkriptions-
funktion von VP16 nicht essentiell fiir die Virusreplikation, man konnte aber zeigen, daf3
unter natiirlichen Bedingungen (im Kontext eines Organismus), wo ein Virus jeweils nur eine
Zelle infiziert, der Transaktivator ein essentieller Faktor wird (Tal-Singer et al., 1999). Dies
gilt allerdings nur fiir Neuinfektionen, denn eine Reaktivierung der Virusvermehrung aus dem
Ruhezustand einer bereits infizierten Zelle ist, abhingig vom metabolischen Zustand der
Zelle, auch mit VP16-Mutanten zu verzeichnen, die defekt in der Transaktivierung sind
(Preston und McFarlane, 1998; Smiley und Duncan, 1997).

Die Aktivierungsdomdne von VP16 (VP16-AD) 146t sich in zwei Subregionen unterteilen, die
im folgenden VP16:H1 (aa 411-456) und VP16:H2 (aa 457-490) genannt werden (Abb. 6),
und beide unabhédngig voneinander in transienten Reporterassays funktional sind, aber
zusammen in der VP16-AD synergistisch wirken. Bemerkenswert ist die Tatsache, dal die
VP16-AD auch in der Bickerhefe aktiv ist, was fiir einen hochkonservierten Mechanismus
der Transaktivierung spricht. Studien haben gezeigt, dal die VP16-AD die Transkriptionsrate
fordert, die Anzahl funktionaler PICs erhoht, die Prozessivitit der RNA-Polymerase II
steigert und die Isomerisierung des PICs zum offenen Komplex wesentlich erleichtert. Uber
folgende biochemische bzw. genetische Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren wurde
berichtet:

* TFIIA (iiber VP16:H2)

* TFIIH: p62-Untereinheit (iiber VP16:H1 und VP16:H2)
* PC4

 TFIIF: RAP74-Untereinheit

* TFIIB

* TBP

* hTAF;;31 (iiber VP16:H2)

* Swi/Snf-Komplex aus Hefe

* Hefe Ada2 (SAGA-Komplex)

* Tra-1 (SAGA- und NuA4-Komplex in Hefe)
* CBP/p300

Obwohl die VP16-AD einen hohen Anteil saurer Aminosduren aufweist, haben
Mutationsstudien demonstriert, dal neben E476, insbesondere die Phenylalaninreste an
Position 442, 473, 475 und 479 wichtig fiir die Funktion sind (Abb. 6). Die mutierten Proteine
VP16-H1F442P und VP16-H2FFF473-475-479AAA sind in zelluldiren Reporterassays
deswegen nahezu inaktiv (Ikeda et al., 2002).
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Abb. 6: Die Aktivierungsdoméne des Herpes simplex Virus 1 (HSV-1) Virion-Proteins VP16. (A) Aminosdure-
sequenz der VP16-Aktivierungsdomédne (VP16-AD). (B) Schematischer Aufbau der VP16-AD. Die fiir die
Funktion duBerst kritischen Aminoséuren - F442 in der Subdoméne VP16:H1 (H1), F473, F475 und F479 in der
Subdomine VP16:H2 (H2) - sind hervorgehoben.

1.2.6. Repressoren

Die Kontrolle der Genexpression iiber Transkriptionsrepressoren ist, wie ein Blick auf die
Entwicklungsgenetik von Drosophila zeigt (Mannervik et al., 1999), ein enorm wichtiger
Vorgang. Da das Hauptaugenmerk der Forschung lange Zeit auf Aktivierungsdoménen und
ihre Interaktionspartner gerichtet war, ist der Wissensstand auf diesem Gebiet noch nicht so
weit fortgeschritten. Vielleicht auch, weil es neben der ,aktiven Repression® auch eine
»passive Repression® gibt, beispielsweise dann, wenn in einem bestimmten Zelltyp essentielle
Aktivatoren flir eine Gruppe von Genen fehlen. Das Prinzip des modularen Aufbaus von
DNA-bindenden Strukturen und repressorisch wirkender Oberflichen findet man zum Teil

auch bei den Repressoren wieder. Generell kann man folgende Konzepte unterscheiden:

e Die direkte Kompetition mit generellen Transkriptionsfaktoren um die Promotorbindung.
Ein Paradigma fiir diesen Mechanismus stellt der basale Repressor NC2, ein Heterodimer
aus den Untereinheiten NC2a/DRAP und NC2B/Drl, dar, welcher durch Bindung von
TBP (auch im Kontext von TFIID) an der TATA-Box, mit dem Einbau von TFIIA sowie
TFIIB in den Priinitiationskomplex kompetitiert und somit die Rekrutierung von
RNA-Polymerase II*TFIIF hemmt (Goppelt et al., 1996).
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In diesem Zusammenhang findet man auch das Konzept der Antirepression wieder, das
sehr hdufig in Prokaryonten Verwendung findet. In Hefe konnte gezeigt werden, daf die
globale Genregulation vom Wechselspiel zwischen dem Repressor NC2 und dem
Antirepressor TFIIA abhéngt, da eine (ansonsten letale) Deletion von NC2 durch eine
Punktmutation, welche TFIIA inaktiviert, supprimiert wird (Xie et al., 2000). Dariiber
hinaus ist TBP auch das Zielmolekiil des Repressors Eve (,,even-skipped ) aus Drosophila.
Ein anderes Protein der Taufliege, Kriippel genannt, reprimiert als Dimer durch direkte
Interaktion mit der TFIIEB-Untereinheit die Transkription (Sauer ef al., 1995).

Eine konkurrierende Bindung von Aktivator und Repressor um die Bindungsstelle auf der
DNA. Hierfiir kdnnen eine Reihe von Exempeln aufgefiihrt werden. Das bHLH-ZIP-
Protein Max blockiert als Homodimer oder als Heterodimer im Komplex mit Mad, die
Bindungsstelle fiir das Heterodimer Myc/Max. Da nur Myc eine TAD besitzt, wird die
Transkription von Zielgenen von Myc/Max reprimiert. Das Homodoboxprotein CDP
(,,CCAAT displacement protein®) kann, wie sein Name schon sagt Aktivatoren, die an die
CCAAT-Sequenz binden (CTF, C/EBF), von dieser verdringen, und so ein wichtiges
positives proximales Promotorelement stillegen.

Die Maskierung von Aktivierungsdoménen bzw. DNA-Bindungsdoménen, durch
Heterodimerbildung mit Aktivatoren. Zum Beispiel kann das HLH-Protein /d (Inhibitor
der Differenzierung) mit dem bHLH-Protein MyoD dimerisieren. Da Id aber die basische
DNA-interagierende Region fehlt, kann MyoD/Id nicht an die Zielsequenz auf der DNA
binden. Demgegeniiber bindet das Gal80-Protein der Béckerhefe an einen Teil der
Aktivierungsdoméne von Gal4 und verhindert so die Transaktivierung.

Eine Rekrutierung von Corepressoren (Ubersichtsartikel: Courey und Jia, 2001). Diese
wiederum konnen direkt mit der basalen Maschine interagieren, oder weitere Faktoren
binden, die eine ,geschlossene” repressive Chromatinstruktur, entweder durch
Modifikation von Histonen oder Anderungen in der globalen Struktur des Chromatins
(Abschn. 1.4.), aufbauen. Vielfach benutzen Repressoren, die schon einem der eben
beschriebenen Mechanismen gehorchen, diesen Weg als zusétzliche Moglichkeit die
Transkription zu inhibieren. Als Beispiel hierfiir soll das Mad/Max-Dimer dienen, das mit
dem Corepressor mSin3a wechselwirkt, der wiederum die Histondeacetylasen
(Abschn. 1.4.2.2.) HDAC1/mRpd3 und HDAC?2 in einem Komplex mit anderen Proteinen
bindet, und so eine ,,repressive’ Chromatinstruktur etabliert. Ganz dhnlich funktionieren
die Corepressoren fiir nukledre Hormonrezeptoren (in der Liganden-freien Form), wie
N-CoR (,,nuclear receptor corepressor*) und SMRT (,,silencing mediator for retinoid and
thyroid hormone receptors®), die auch HDACs rekrutieren (Ayer, 1999). Eine interessante
und evolutiondr konservierte Klasse von Corepressoren ist die Groucho/Tupl-Familie.
Kennzeichen sind eine ,seven-WD40-repeat“-Domédne, die Tetramerisierung des

Corepressors und die Wirkung aus der Distanz.
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So ist das Drosophila Groucho-Protein ein Cofaktor fiir die Repressorproteine Hairy,
Runt, Engrailed, Goosecoid und Dorsal. Der Hefe-Corepressor Ssn6(Cyc8)-Tupl
(Ubersichtsartikel: Smith und Johnson, 2000) kann auch von einer Reihe von
Heferepressoren rekrutiert werden, wie z.B. Migl (Glucose-Repression von Genen), Rox/
(Hypoxia-induzierte Gene) und Nrgl (Gene fiir Stirke-abbauende Enzyme). CtBP, ein
anderer Drosphila-Corepressor kann hingegen nur von Promotor-proximalen Elementen
aus seine Wirkung entfalten, und wird durch eine Reihe von Repressormolekiilen aus dem
frithen Drosophila-Embryo gebunden (Giant, Knirps, Kriippel und Snail). Das Orthologe
aus Sdugern bindet auch einige bekannte Transkriptionsfaktoren, darunter E1A, TCF und
Ikaros.

e Indirekt kann die Transkription auch durch die Verhinderung des Transports von
Aktivatoren in den Kern gehemmt werden. Ein Beispiel dafiir ist der Aktivator NF-«kB,
der durch I-kB im Cytoplasma gebunden wird, was eine Maskierung seiner
Kernlokalisationssequenz zur Folge hat. Eine Phosphorylierung von I-kB durch den I-xB-
Kinasekomplex (IKK) fiihrt zur Ubiquitinierung von I-kB und letztendlich zu seinem
Abbau durch das Proteasom (Ubersichtsartikel: Silverman und Maniatis, 2001). Der
bereits erwihnte Aktivator 3-Catenin liegt im Cytoplasma in einem Komplex mit APC,
Axin und Gsk3p (Glycogensynthetase-Kinase 3f3) vor, was seine Phosphorylierung und
einen Abbau durch das Proteasom zur Konsequenz hat. Durch ein extrazelluldres Signal
(Wnt) wird das Protein Dsh (,dishevelled”) aktiviert, welches durch Inhibition der
Kinaseaktivitdt des Komplexes aus APC, Axin und Gsk3p, B-Catenin stabilisiert, worauf
letzteres in den Kern translokieren kann (Ubersichtsartikel: Eastman und Grosschedl,
1999).

1.2.7. Akzessorische Proteine fiir die RNA-Polymerase II-Transkription

In den beiden vorangegangenen Abschnitten ist schon angedeutet worden, dafl die Kontrolle
der RNA-Polymerase II-Transkription durch Aktivatoren bzw. Repressoren nicht alleine
durch Wechselwirkungen dieser regulatorischen Transkriptionsfaktoren mit den GTFs
gesteuert wird, sondern daf} dafiir sogenannte Cofaktoren benétigt werden, welche die Signale
von regulatorischen Oberflachen auf die basale Maschine iibertragen. Nachdem Ende der
achtziger Jahre zahlreiche Aktivatoren in Metazoen entdeckt wurden, war zundchst wenig
tiber die Mechanismen der Transkriptionsaktivierung bekannt, insbesondere auch wegen der

Komplexitit der generellen Transkriptionsmaschine.
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Nach Klonierung des TATA-bindenden Proteins (1989) wurden die TBP-assoziierten
Faktoren (TAFs) entdeckt (Dynlacht et al., 1991) und ihre Beteiligung an der
aktivatorabhéngigen Transkription in vitro demonstriert. Da verschiedene Klassen von
Aktivierungsdominen an unterschiedliche TAFs im TFIID-Komplex binden, ergeben sich so
zusitzliche Regulationsmoglichkeiten (Ubersichtsartikel: Verrijzer und Tjian, 1996). Zur
selben Zeit wurden Systeme aus gereinigten GTFs zur Untersuchung der Aktivierung durch
regulatorische Proteine benutzt. Mit zunehmender Reinheit der Praparationen verloren diese
Transkriptionssysteme ihre Fahigkeit von Aktivatoren stimuliert zu werden, was zur
Entdeckung der als ,,Briickenproteine” fungierenden Cofaktoren in Sdugern (Meisterernst et
al., 1991) und in der Bickerhefe (Flanagan et al., 1991) fiihrte.

Ausgehend von einem gereinigten funktionellen Klasse II in-vitro-Transkriptionssystem
wurde nun durch sdulenchromatographische Fraktionierung von HeLa-Zellkernextrakten ein
biochemischer ,,Screen durchgefiihrt, um Faktoren zu identifizieren, welche die (in vivo
unentbehrliche) Antwort auf Transaktivatoren wiederherstellen (Coaktivatoren). Zunéchst
gelang die Isolierung einer groben Fraktion, welche die Stimulation der Transkription durch
Aktivatoren, wie das E-Box-bindende Protein USF oder das GC-Box-bindende Sp1 drastisch
verstirkte, die basale Transkription hingegen reprimierte. Diese Cofaktorfraktion wurde USA
(.upstream factor stimulatory activity*) genannt (Meisterernst et al., 1991), und war dann der
Ausgangspunkt fiir die Reinigung der generellen Cofaktoren, die in der Folge PCs und NCs
(positive und negative Cofaktoren) genannt wurden (Ubersichtsartikel: Kaiser und
Meisterernst, 1996). Eine Ubersicht der Faktoren aus USA, die bis zum Beginn dieser Arbeit
identifiziert wurden findet sich in Tabelle 3.

Aktivitit | Identitit Wirkung Funktionsweise Literatur
PC1 PARP positiv stimuliert Transkription wéhrend der (Cervellera und Sala,
PIC-Bildung, aber nach Bindung von 2000; Hassa et al., 2001;
TFIID und TFIIA an den Promotor; Kannan et al., 1999;
Auto-ADP-Ribosylierung blockt Meisterernst et al., 1997;
Funktion; B-MYB Coaktivator; Miyamoto et al., 1999)

Cofaktor fiir AP-2; NFkB-Coaktivator;
Repressor fiir Hormon-abhéngige
TR/RXR-Transaktivierung

PC2 - positiv stimuliert aktivatorabhéngige und basale (Kretzschmar et al.,
Transkription; 1994b)
MW ca. 500 kDa (SEC)
PC3/Dr2 Topo I positiv und stimuliert aktivatorabhéngige (Collins et al., 2001;
negativ Transkription und inhibiert basale Kretzschmar et al., 1993;
Transkription unabhéingig von Merino et al., 1993)

enzymatischer Aktivitdt; enzymat.
Aktivitdt generell wichtig fiir

Elongation in vivo
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Aktivitit | Identitit Wirkung Funktionsweise Literatur
PC4 pl5 positiv und stimuliert aktivatorabhingige (Brandsen et al., 1997,
negativ Transkription durch verstérkte Holloway et al., 2000;
Rekrutierung von TFIIA und TFIID an Kaiser et al., 1995;
den Promotor; Bindung an Kannan und Tainsky,
Heteroduplex-, ds- und ss-DNA; 1999; Kretzschmar et al.,
PC-Funktion durch Phosph. der 1994a; Schang et al., 2000;
N-terminalen SEAC-Region blockiert; Werten et al., 1998)
Repression der basalen Transkription —
Antirepression durch TFIIH-Helikase;
Inhibition der CTD-Phosph. durch
Cdk1, Cdk2 u. Cdk7; Cofaktor fur Tat;
Cofaktor fiir AP-2
PC5 ? positiv Coaktivator fiir USF; MW ca. 300 kDa (Halle et al., 1995)
(SEC)
PC6 ? VP16- ? -
Spezifitit
p52/p75 p52/p75 positiv positiver Coaktivator; spezifische (Ge und Roeder, 1994b;
Bindung an VP16:H1; Interaktion mit | Ge et al., 1998a; Ge et al.,
Spleiflfaktor ASF/SF2 1998b)
NC1 HMG2 negativ Inhibition der Transkription nach (Stelzer et al., 1994)
Bindung von TFIIA und TFIID an den
Promotor; ohne Effekt nach Einbau des
vierten Nukleotids; Antirepression
durch TFIIH-Helikase
Topo I Topo I positiv und Repression der basalen Transkription | (Brou ef al., 1993; Collins
negativ unabhéngig von enzymat. Aktivitat; et al.,2001; Mondal und
Chromatin-abhéngiger Coaktivator; Parvin, 2001)
enzymat. Aktivitdt generell wichtig fiir
pol II-Transkript. in vivo
NC2 NC2aq, negativ bildet mit TBP/TFIID und Promotor- (Goppelt et al., 1996;
NC2B DNA (TATA-Box) einen terndren Ikeda et al., 1998; Kamada
Komplex; Kompetitiert um die Bindung | et al., 2001; Meisterernst
von TFIIB und TFIIA; und Roeder, 1991; Xie et
nach Einbau von pol II*F in den PIC al., 2000)
wirkungslos; essentieller Faktor in
S. cerevisiae; Corepressor fiir
Transkriptionsfaktor AREB6
HMG1 HMGI negativ Bindung von TBP verhindert Einbau (Ge und Roeder, 1994a)

von TFIIB in den PIC

Tab. 3: Die humanen generellen Cofaktoren bestehen aus PCs (positiven Cofaktoren) und NCs (negativen
Cofaktoren). Die Fahigkeit DNA zu binden, ist den meisten Cofaktoren gemein, und meist mit ihrer Funktion
direkt korreliert. PARP (Poly-ADP-Ribose-Polymerase), PIC (,pre-initiation complex*),

RXR (Retinsdurerezeptor), TR (Thyroidhormonrezeptor), MW (Molekulargewicht), SEC (,.size exclusion
chromatography™, Gelfiltration), Topo (Topoisomerase), Dr2 (TFIID-Repressor 2), ds (Doppelstrang),

ss (,,single strand”, Einzelstrang), VP16:H1 (Subdomine H1 der Aktivierungsdomine von VP16), HMG (,,high
mobility group protein®), pol I (RNA-Polymerase II), pol II*F (RNA-Polymerase II*TFIIF-Komplex).
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Eine dhnliche Studie mit einem in-vitro-Transkriptionssystem aus der Béckerhefe flihrte zur
Entdeckung des Hefe-Mediators (siche Abschn. 1.3.1.), der sowohl die aktivierte als auch die
basale Transkription stark stimuliert (Kim et al., 1994).

Neben den generellen Cofaktoren gibt es allerdings noch eine Reihe weiterer Cofaktoren,
insbesondere solche die das Chromatin modifizieren, bzw. den physikalisch-topologischen
Zustand des Chromatins dndern (Abschn. 1.4.). Alternative Ansédtze zur Suche nach
Cofaktoren, die alleine auf der Identifizierung von Proteinen beruhen (,,two-hybrid system*,
Affinititschromatographie), welche mit Aktivierungsdoménen interagieren (nicht
funktionsgekoppelter Ansatz), waren insbesondere bei den Hormonrezeptoren erfolgreich,
und flihrten zu der Entdeckung von SRC-1/NCoA-1, SRC-2/TIF2/GRIP1/NCoA2 und
SRC-3/RAC3/AIB1/ACTR/pCIP/TRAM-1 (Ubersichtsartikel: Jenkins et al., 2001; Lee und
Lee Kraus, 2001; Leo und Chen, 2000).

1.2.8. Transkriptionsregulation: ein Wechselspiel zwischen positiven und
negativen Faktoren

Wie wichtig die konzertierte Aktion von Aktivatoren und Repressoren fiir die Homdostase der
Zellen und damit fiir die Gesundheit eines ganzen Organismus ist, soll das folgende Beispiel
demonstrieren (Liu et al., 2001b). Bei der vererbbaren Krankheit Xeroderma pigmentosum
(XP) treten aufgrund von Mutationen in den beiden TFIIH-Untereinheiten XPB und XPD
(Abschnitt 1.2.3.) verschiedene, meist mit der Haut assoziierte Krebsarten auf. Ein Grund fiir
die frithe Carcinogenese in XP-Patienten, ist der Defekt in der XPD-Helikase, welche fiir die
DNA-Reparatur benotigt wird. Damit lie3 sich das Krankheitsbild aber nicht ausreichend
erkldren, so da3 ein weiterer wichtiger Effekt in der Transkriptionsregulation gesucht wurde.
Die Ahnlichkeit des Phinotyps bei XP mit dem einer fehlgesteuerten Uberexpression des
Transkriptionsfaktors c-Myc (Abschnitt 1.2.5.) in der Haut transgener Miuse, veranlasste die
Forscher die Regulation des Myc-Gens zu studieren. Ein wichtiges cis-Element auf diesem
Gen, mit FUSE (,.far upstream element) bezeichnet, wird durch das FUSE-Bindungsprotein
(FBP) erkannt, welches direkt die Untereinheiten p62, XPD und XPB von TFIIH kontaktieren
kann, und die 3’-5'-Helikaseaktivitdt von XPB in vitro stimuliert, was mit einem positiven
Effekt auf die Initiation und frithe Elongationsphase einhergeht. Der Gegenspieler von FBP,
der FBP-interagierende Repressor FIR, bindet einerseits an die DNA-Bindungsdoméne von
FBP, andererseits blockiert er die aktivierte Transkription auf der Stufe der frithen Elongation
(,,promoter escape) durch einen negativen Effekt auf die XPB-Helikaseaktivitit.
Interessanterweise sind in XP-Zellen durch die Mutationen in XPB und XPD beide
Regulationswege lahmgelegt, was eine spezifische Deregulation des Myc-Gens zur Folge hat.

Die XP-Mutationen scheinen dabei keinen generellen Effekt auf die Transkription zu haben.
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Da Myc zu den Mastergenen gehort, welche die Expression vieler anderer Gene steuern
(Schuhmacher et al., 2001), hat dies enorme Konsequenzen auf das Transkriptom einer Zelle.
Es ist bekannt, daB3 eine Uberexpression von Myc sowohl die Zellproliferation als auch die
Apoptose verstirkt, und das Myc/Mad/Max-Regulationsnetzwerk iiber den Eintritt einer Zelle
aus Gy in den Zellzyklus entscheidet (Holzel et al., 2001). Deswegen leiden myc”-Mause an
Hypoplasia, da bei der Entwicklung zum adulten Tier weniger Zellen gebildet werden, was
zudem, im Vergleich zum Wildtyp, kleinere Miuse zur Folge hat (Trumpp et al., 2001) . Man
geht nun davon aus, da3 die Deregulation von Myc die Zellen in einen Zustand bringt, bei
dem sie fiir den Reparaturdefekt in TFIIH sensitiver werden, so dal XP-Patienten eine

tausendfach hohere Wahrscheinlichkeit haben, ein Krebsleiden zu bekommen.

1.3. Mediatoren

1.3.1. Der Mediator der Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae: ein
Multiproteinkomplex

Die Entdeckung des Hefe-Mediators (auch Srb/Mediator genannt) ist den Labors von
R.D. Kornberg (Stanford) und R.A. Young (MIT) zu verdanken (Ubersichtsartikel: (Myers
und Kornberg, 2000). Wie schon in Abschn. 1.2.7. kurz angesprochen, fiihrte die Suche nach
Aktivitdten, welche die Regulation eines gereinigten in-vitro-Transkriptionssystems durch
Aktivatoren wiederherstellen konnen, zur Identifizierung des Mediators (Flanagan et al.,
1991) und schlieBlich zu seiner Reinigung bis zur Homogenitit (Kim et al., 1994). Im
gleichen Zeitraum ergab die Analyse von extragenischen Suppressoren fiir Mutationen in der
CTD der grofiten Untereinheit der RNA-Polymerase II, die in einer verkiirzten CTD mit
einem kéltesensitiven Phédnotyp resultieren, dafl vier dominante Srb (,.suppressor of RNA
polymerase subunit B)-Suppressoren, Srb2, Srb4, Srb5 und Srb6, sowie ein rezessiver
Suppressor (Srb7) zusammen in einem groflen Proteinkomplex vorliegen, der die CTD bindet.
Vier weitere rezessive Suppressoren, Srb8, Srb9, Srb10 und Srbl1 wurden in einem groB3en
Komplex assoziiert mit RNA-Polymerase II und einigen GTFs (TFIIB, TFIIF, TFIIH)
identifiziert, der RNA-Polymerase II-Holoenzym (Ubersichtsartikel: Myer und Young, 1998)
genannt wurde, da er in einem in-vitro-System, sowohl die basale als auch die Aktivator-

abhingige Transkription in Anwesenheit von TBP und TFIIE vermitteln konnte.
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In der Literatur wurden in der Folge weitere Holoenzympréparationen beschrieben, die sich in
threr Zusammensetzung hinsichtlich des Vorkommens an einzelnen generellen
Transkriptionsfaktoren unterscheiden. Auflerdem enthalten manche Holoenzymreinigungen
weitere Transkriptionscofaktoren, wie z.B. den Chromatinremodellierungskomplex Swi/Snf
(siche Abschn. 1.4.4.). Bei der Inkubation von RNA-Polymerase II-Holoenzym mit einem
gegen die CTD gerichteten monoklonalen Antikorper, 148t sich das Holoenzym in RNA-
Polymerase II, gebundene GTFs und den Mediator dissoziieren, welcher in einem
hochgereinigten Hefe-Transkriptionssystem hinreichend fiir die Vermittlung der aktivierten
Transkription ist. Bemerkenswerterweise zeigte der Mediator neben einer flinfzigfachen
Stimulation der aktivierten Transkription stets auch eine Verstirkung der basalen
Transkription um den Faktor zehn. Zudem stimuliert der Cofaktorkomplex die
Phosphorylierung der CTD durch TFIIH in vitro in einer dramatischen Art und Weise.
Allerdings konnte bisher keine eindeutige Korrelation dieser Aktivitdt mit der Rolle des
Mediators als Cofaktor fiir die RNA-Polymerase II in einem gereinigten in-vitro-
Transkriptionssystem bewiesen werden. Dies spiegelt sich auch in der Tatsache wieder, daf3
ein echtes Verstdndnis tiber die molekularen Mechanismen der Mediatorfunktion und die
biochemischen Signalwege, welche diesen Komplex steuern, nahezu komplett unbekannt
sind. Studien von temperatursensitiven Hefemutanten in Srb4 und Srb6 ergaben, dal3 diese
Proteine in vivo global fiir die RNA-Polymerase II-Transkription gebraucht werden. Eine
genomweite Expressionsanalyse ergab zudem, daf} bis auf die beiden Gene CUPI und SSA1
(Lee und Lis, 1998) die Transkription aller Klasse II-Hefegene Srb4-abhéngig ist (Holstege et
al., 1998), wihrend eine Mutation in Med6 nur etwa 10% aller Hefegene betrifft. Aber selbst
CUPI und SSA41 sind mediatorabhingige Gene, da ihre Expression durch eine Mutation im
Mediatorprotein Rgrl unterbunden werden kann (Lee et al., 1999a). Diese Ergebnisse decken
sich auch mit in-vitro-Studien, die belegen, daf die Proteine Srb2 und Srb5, welche direkt mit
Srb4 im Komplex assoziiert sind (siche Abb. 7), sowohl fiir die Stabilitidt des Mediators als
auch fiir die Ausbildung eines stabilen PICs in Kernextrakten essentiell sind. Artifizielle
Testsysteme bei denen man einzelne Komponenten des Mediators mittels einer Fusion mit der
Gal4-DNA-Bindungsdoméne an Reportergene rekrutiert hat, welche Gal4-Bindungsstellen
enthalten, kamen zu dem Schluf}, daf3 einige dieser Fusionen (Srb7, Galll, Nut2 und Med6)
die Aktivatorwirkung in einem SRB4ts Hintergrund ersetzen konnen, andere (Srb5 und Srb6)
aber nicht. Dies spricht zum einen fiir einen modularen Aufbau des Mediators (siche Abb. 7)
zum anderen aber auch fiir eine Multifunktionalitit des Komplexes. Kiirzlich wurde aufgrund
von in-vitro-Daten das Modell vorgeschlagen, daB Mediator nach dem Verlassen des
Promotors durch RNA-Polymerase II an diesem zusammen mit TFIID, TFIIE und TFIIH
gebunden bleibt und so ein Geriist flir eine rasche Reinitiation des gleichen Gens sorgt
(Yudkovsky et al., 2000).
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Eine elegante Quantifizierung der GTF-, RNA-Polymerase II und Mediatormolekiile in Hefe,
die folgende Werte ergab (Tab. 4), zeigt, dal Mediator und TFIIH die limitierenden Faktoren
in einer Hefezelle sind (Borggrefe ef al., 2001) und deshalb sehr wahrscheinlich selbst einer

strikten Regulation unterworfen sind.

Transkriptionsfaktor Quantifizierte Untereinheit Kopien pro Zelle

RNA-Polymerase II Rpb3 (hRpb3) 30 000
TFIIF Tfg2 (Rap30) 24 000

TFIIE Tfa2 (TFIIEB) 24 000

TFIIB Sua7 20 000

TFIID TBP 20 000
Mediator Med8, Rgrl, Med7 6 000
TFIIH T1b3 (Matl), SsI2 (XPB), Tfb4 (p34), Ccll (Cyclin H) 6 000

Tab. 4: Quantifizierung von Transkriptionsfaktoren in S. cerevisiae (modifiziert nach Borggrefe, T. et al., 2001).
Durch eine Insertion von TAP-tag-Sequenzen in 3 -Position zu den endogenen Cistrons im korrekten Leseraster
ermdglicht eine genaue und vergleichende Bestimmung der Anzahl der Molekiile relativ zu einem externen
Standard. Bemerkenswert ist, da3 die Kopien an Mediator- und TFIIH-Untereinheiten in etwa zu der Anzahl der
vorhergesagten Hefegene (ca. 6000) korrespondieren.

Diese Daten werfen natiirlich die Frage nach der Existenz eines Holoenzyms in vivo auf, ein
Problemkreis der immer noch kontrovers diskutiert wird und in direktem Zusammenhang mit
dem modularen Aufbau des Mediators steht, der sowohl durch genetische Interaktionen als
auch aufgrund zahlreicher biochemischer Daten in drei Subkomplexe eingeteilt wird. Diese
sind der Srb4-Subkomplex, der Rgr1-Subkomplex und der Srb8-11-Subkomplex, wobei der
Rgrl-Subkomplex selbst in das Galll-Modul und das Med9/10-Modul weiter unterteilt
werden kann (Abb. 7). Der Einsatz von Elektronenmikroskopie kombiniert mit einer
3D-Bildrekonstruktion erlaubte dank der vorhandenen biochemischen Befunde die
Lokalisation des Srb4-Subkomplexes am sogenannten ,,Kopf* und die des Gall1-Moduls am
»Schwanz“ des Mediators, wihrend sich der restliche Rgr1-Subkomplex zusammen mit dem
Srb8-11-Subkomplex fiir den zentralen mittleren Bereich (,,Mitte®) der Elektronendichte
verantwortlich zeigt (Asturias et al., 1999; Dotson et al., 2000). Darauf soll nun nachfolgend

ndher eingegangen werden.

* Der Srb8-11-Subkomplex
In der RNA-Polymerase Il freien hochgereinigten Mediatorpraparation aus dem Kornberg-

Labor fehlt dieser Subkomplex. Zudem treten die Polypeptide in Holoenzymfraktionen
(genauso wie die Polymerase selbst) substochiometrisch auf, was auf eine reversible
Interaktion des Srb8-11-Subkomplexes mit dem Rest des Mediators hinweist. Dariiber hinaus

bestimmt im {ibrigen der physiologische Zustand der Hefezellen das Vorhandensein von
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Srb8-11 im Mediator. Waihrend exponentiell wachsende, in glucosereichem Medium
gezogene Hefekulturen groe Mengen (liberwiegend nicht an Mediator gebundenes) Srb10
aufweisen, wird dieses Protein nach dem Eintreten in die stationire Phase (,,diauxic shift™)
komplett aus den Hefezellen eliminiert. Uberdies sinkt die Anzahl an Srbl1-Molekiilen
drastisch beim Beginn der Meiose bzw. nach Hitzeschock. Die Heterogenitdt in den
Mediatorpriparationen 1dft sich somit teilweise auf unterschiedliches Ausgangsmaterial
zuriickfiihren. Nebenbei bemerkt stammen sdmtliche Mediatorreinigungen aus dem Labor von
R.A. Young aus Logphase-Hefekulturen, das Kornberg-Labor hingegen verwendete Hefen
aus der stationdren Phase (R.A. Young, personliche Mitteilung). Genetische Daten weisen
darauthin, dal der Subkomplex {iiberwiegend repressorisch wirkt, insbesondere die
Transkription der Gene fiir den Galactosestoffwechsels wird bei Anwesenheit hoher
Glucosemengen durch Srb8-11 inhibiert. Die Entdeckung, dal Srb10(Ssn8) und Srb11(Ssn3)
ein Kinase-Cyclin-Paar bilden, welches die CTD der grofen Untereinheit von
RNA-Polymerase II (hauptsidchlich an Ser2) phosphorylieren kann, bevor ein stabiler PIC
gebildet wird, was nachfolgend die Initiation hemmt (Hengartner et al., 1998), mag eine
molekulare Erklirung fiir die Funktion des Srb8-11-Subkomplexes sein. Uberdies hiingt die
Corepressorfunktion von Ssn6-Tupl (Abschn. 1.2.6.) teilweise von den Komponenten des
Srb8-11-Subkomplexes ab.

* Der Srb4-Subkomplex:

Unterzieht man Mediator'RNA-Polymerase II-Komplexe, die iiber einen anti-Rgrl-

Antikdrper an einer Sdule immobilisiert sind, einer Prozedur, bei der ansteigende Mengen des
Denaturierungsmittels Harnstoff verwendet werden, so ergibt sich folgendes Bild. Bei einer
Konzentration von 1 M Harnstoff wird die Bindung der RNA-Polymerase Il an Mediator
unterbunden. 2 M Harnstoff dissoziieren den Srb4-Subkomplex, bestehend aus Srb4, Med6,
Rox3, Medl11, Srb6, Srb2, Srb5 und Med 8, wobei dieser Subkomplex in der Anwesenheit des
Detergens und bei Zugabe von Hochsalz noch von einem anti-Med6-Antikorper prazipitiert
werden kann, was fiir eine dulerst stabile Interaktion der Proteine spricht.

Ein in SF9-Zellen (durch Expression der Komponenten) rekonstituierter Srb4-Subkomplex
bindet die CTD und verstirkt die basale (und damit auch die aktivierte) Transkription in
einem Hefe in-vitro-System (Kang et al., 2001). Neben seiner essentiellen Rolle fiir die basale
Transkription bindet Srb4 direkt an den Aktivator Gal4 (Koh et al., 1998), wobei zahlreiche
genetische Daten zeigen, daf diese Interaktion nicht ausreichend fiir die Gal4-Funktion ist.
Med6 wird nur fiir etwa 10% aller Hefegene ,,gebraucht™ (Holstege et al., 1998), ist aber fiir
die Ablesung induzierbarer Gene essentiell (Lee et al., 1997).

Interessant ist die Tatsache, dall Med8 die UAS des SUC2-Gens (Invertase) und die DRS des
HXK2-Gens (Hexokinase 2) iiber eine ,,HNF-3/forkhead*-DNA-Bindungsdomine erkennt
(Chaves et al., 1999; Zilahi et al., 2000), was auf eine potenticlle DNA-Bindung des Srb4-

Subkomplexes hinweist.
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* Der Rgrl-Subkomplex:
In Anwesenheit von 2 M Harnstoff bleiben die Proteine Med10/Nut2, Srb7, Med7, Medl
Med4, Med9/Cse2, Rgrl, Sin4, Med2, Med3 und Galll stabil in einem Subkomplex

assoziiert. Erst eine Erhohung der Harnstoffkonzentration auf 3 M fiihrt zum

Auseinanderbrechen des Komplexes. Rgrl ist ein essentielles Hefeprotein, das in vivo sowohl
positive als auch negative Funktion auf die Transkription haben kann. Allerdings ist nur der
N-Terminus des Proteins fiir die Béckerhefe essentiell, der C-Terminus kann indessen
deletiert werden, was mit einem Verlust des Gall I-Moduls (Sin4, Med2, Med3/Hrs1/Pgdl,
Galll) einhergeht. Die Existenz eines Med9/10-Moduls (Med9/Cse2, Med4, Medl, Med7,
Srb7, Med10/Nut2) wurde postuliert, da sich die einzelnen Komponenten, nach Infektion von
SF9-Zellen mit den jeweiligen Bacculoviren, als stabiler Komplex aus Insektenzellen
isolieren lassen.

Das Med9/10-Modul kann (auch ohne Rgrl) mit dem Srb4-Subkomplex interagieren (vgl.
Abb. 7; Doppelpfeil zwischen Med8 und Med7) und bindet an die CTD. AuBBerdem dockt der
Srb8-11-Subkomplex iiber das Med9/10-Modul an den Mediator an. Die drastische
Stimulation der Cdk7-Cyclin H-Aktivitidt wird vom Rgrl-Subkomplex vermittelt, allerdings
ist nicht bekannt, welche Untereinheiten in den Prozess der Steuerung der CTD-
Phosphorylierung via CAK involviert sind. Es wird aber spekuliert, da3 das Med9/10-Modul
diese Funktion ausiibt, da ein Fehlen von Rgrl bzw. dem Gall1-Modul die Aktivitit nicht
beeintrachtigt, was iibrigens eine interessante Hypothese ist, da man sich gleichfalls eine
Regulation der Kinaseaktivitdt von Srb10/Srb11 durch das Med9/10-Modul vorstellen kann
(Kang et al., 2001). Demgegeniiber stehen Resultate einer anderen Studie, die eine Interaktion
von Galll mit TFIIE als essentiell fiir die CTD-Phosphorylierung via TFIIH beschreiben
(Sakurai und Fukasawa, 1998). Das Protein Med9/Cse2 besitzt ein bZIP-Motiv (Abschn.
1.2.5.), so daf auch das Med9/10-Modul moglicherweise DNA-bindend ist.

Auch fiir das Galll-Modul wurde eine transiente Wechselwirkung mit der CTD
vorgeschlagen (Li et al, 1995), die -eigentliche Rolle dieses Moduls ist aber
Interaktionsoberflachen zur Verfligung zu stellen, die eine Rekrutierung des Mediators an den
Promotor durch Aktivatoren erlauben. Zum Beispiel binden sowohl Gal4p als auch Gendp an
Med3/Hrs1/Pgdl. Allerdings ist fiir einen Verlust der Gen4p-Aktivierung nicht nur ein Fehlen
von Med3 sondern auch eine Deletion von Sin4 erforderlich. Neben der Bindung von Gal4p
an Med3 und der niedrig-affinen Wechselwirkung von Gal4p mit Srb4 (Kp im millimolaren
Bereich), konnte kiirzlich auch noch eine hoch-affine Bindung an Galll (Kp=10" M) mit
einer Stochiometrie von 1:1 gezeigt werden. Da der Gal4-Aktivator als Dimer an seine DNA-
Zielsequenz bindet, ist es ein attraktives Modell, daBl Aktivatoren gleichzeitig mehrere
Mediatoruntereinheiten kontaktieren, was zu Dissoziationskonstanten im nanomolaren
Bereich fiihrt (Jeong et al., 2001).



Einleitung 33

Ein dhnliches Bild ergibt sich fiir den Aktivator VP16, der neben Med6 im Srb4-Subkomplex,
ein intaktes Gall1-Modul fiir seine Funktion benoétigt, da die Deletion von Med2 und Med3
die Transaktivierung um einen Faktor 30 reduziert (Myers et al., 1999). Uber eine Interaktion
von VP16 mit Galll in einem artifiziellen in-vitro-Bindungstest wurde ebenfalls berichtet
(Lee et al., 1999Db).

Das Galll-Modul vermittelt jedoch nicht nur den Eingang positiver sondern auch den
negativer Signale in den Mediatorkomplex. Der Corepressor Ssn6-Tupl (Abschn. 1.2.6.)
bindet unter anderem Med3 (Papamichos-Chronakis et al., 2000), aber auch Srb7 (Gromoller
und Lehming, 2000a). Ferner konnte eine direkte Interaktion von Tupl mit Srb10 gezeigt
werden (Zaman ef al., 2001).

Genetische Interaktionen mit Komponenten der Cofaktoren Swi/Snf und dem
Histonacetyltransferasekomplex SAGA weisen auf eine Rolle des Galll-Moduls in der
Kommunikation mit anderen coregulatorischen Proteinkomplexen hin (Roberts und Winston,
1997). Modelle nach denen Sin4 ein Teil von SAGA ist (Yu et al., 2000), bzw. daB} die
Zusammensetzung des Galll-Moduls insgesamt dynamischer Natur und nicht statisch ist,
werden inzwischen ebenfalls diskutiert (Nishizawa, 2001). Eine proteomweite
Interaktionsstudie in Hefe hat kiirzlich demonstriert, dafl Gen5 und Ada2, beides Bestandteile
von SAGA, mit Mediatoruntereinheiten komplexiert sein konnen (Gavin et al., 2002).
Zusammenfassend kann man den Rgrl-Subkomplex folgendermaBlen charakterisieren und
folgende Funktionsweise postulieren. Positive und negative Signale, wie auch die
Kommunikation mit anderen regulatorischen Komplexen werden im Gall 1-Modul registriert,
sowie vermittelt. Die Transformation des Signaleingangs findet dann im Med9/10-Modul
statt. Wahrend Med9 und Med4 negative Eingangssignale in negative Ausgangssignale
integrieren (Han et al., 2001), indem sie z.B. die Funktion von Srb10/Srbl1 modulieren,
werden positive Eingangssignale von Srb7 und Med10 in positive Ausgangssignale integriert,
moglicherweise durch eine Steuerung der Funktion des Srb4-Subkomplexes. Dafiir spricht,
dal Med10-Mutanten nicht die Bindung des Mediators an VP16 und seine Rekrutierung an
den Promotor verhindern, aber die Wirkung von VP16 als Transaktivator merklich schwichen
(Han et al., 1999). Temperatursensitive Mutanten in Srb7, welche die Expression von ca. 30%
aller Hefegene beeintriachtigen — die meisten davon anschaltbar und nicht konstitutiv aktiv —
favorisieren ebenso dieses Modell (Gromoller und Lehming, 2000b). Genetische
Interaktionen von Med9 mit Histondeacetylasen wie Rpd3 sind ein weiterer Hinweis darauf,

daB dieser Teil des Moduls hauptsdchlich negative Signale integriert.
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* Nutl:

Standardmediatorpraparationen enthalten stets Nutl. Allerdings ist die genaue Lokalisation
des Proteins im Komplex noch nicht klar. Eine Interaktion mit Komponenten des Rgrl- und
Srb8-11-Subkomplexes 148t sich allerdings aus dem bekannten Hefe-Interaktom ableiten, weil
ein mit einem C-terminalen TAP-tag versehenes Srb10-Protein die Mediatorkomponenten
Nutl, Sin4 und Srb8 coprézipitiert (Gavin et al., 2002). Untersuchungen im Kornberg-Labor
haben ergeben, dal Nutl Acetyltransferaseaktivitit besitzt, und priaferentiell Histon H3, in
geringerem Male auch Histon H4 in Nukleosomen acetyliert (Lorch et al., 2000).

* Das Holoenzymproblem

Neben den multiplen Interaktionen von Mediator mit der CTD miissen auch Kontaktpunkte
der beiden Faktoren auBerhalb der CTD der RNA-Polymerase II existieren, da eine CTD-
Deletionsmutante des Enzyms immer noch mit Mediator interagieren kann. Da allerdings nur
etwa 2% der Gesamtpolymerase einer Zelle im Komplex mit Mediator vorliegen, und der
Anteil an GTFs in diesen sogenannten Holoenzympriparationen substochiometrisch ist, stellt
sich natiirlich die Frage nach der Relevanz des Holoenzymmodells, das besagt, da3 die PIC-
Bildung nicht durch sukzessive Bindung der einzelnen GTFs erfolgt, sondern nach Bindung
von TFIIDTFIIA an die TATA-Box, Mediator'RNA-Polymerase II zusammen mit den
restlichen GTFs in einem Schritt an den Promotor rekrutiert wird. Eine Antwort auf diese
Frage lieferten kiirzlich zwei Untersuchungen, die das Zellzyklus-regulierte HO-Gen als
Studienobjekt fiir ,,chromatin immunprecipitation (ChIP) assays* (Orlando, 2000) benutzten.
Beide Analysen kamen zu dem Ergebnis, dal in vivo Mediator stets vor dem Andocken der
RNA-Polymerase II am Promotor gebunden ist, und sprechen daher gegen ein
Holoenzymmodell (Bhoite et al., 2001; Cosma et al., 2001; Park et al, 2001b). Eine
abschlieBende Klarung ist aber wohl erst nach dem Studium einer groen Zahl weiterer Gene
moglich. Eine aktuelle biochemische Studie, die auf der Isolierung von Mediatorkomplexen
mittels  Immunaffinitdtschromatographie =~ -  bei  physiologischen  Puffer-  und
Ionenstiarkebedingungen - gekoppelt mit einer Analyse der Komplexe durch Gelfiltration
basiert, kommt zu dem Schluf}, dal3 Hefezellen zwei Mediatorformen enthalten, und zwar
einen 1.5-2.0 MDa grolen Komplex, der aus dem Srb4-, dem Rgrl- und dem Srb8-11-
Subkomplex (inklusive Nutl) besteht, und substochiometrisch RNA-Polymerase II enthélt,
und einen sogenannten ,,core“~-Komplex (Med-c) bestehend aus dem Srb4-Subkomplex und
dem Med9/10-Modul (ohne Rgrl) mit einem Molekulargewicht von ca. 0.5 MDa (Liu et al.,
2001d). Auch diese Ergebnisse sprechen gegen die generelle Funktion eines Holoenzyms in
der Genregulation, lassen diesen Mechanismus aber fiir die Transkription mancher Gene noch

ZU.
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Abb. 7: Der Mediator aus Saccharomyces cerevisiae. Der Multiproteinkomplex kann formal in ein Kopf-Teil
(Srb4-Subkomplex: Med6, Rox3, Srb4, Med11, Srb6, Srb2, Srb5, Med8), ein Mittel-Teil (Rgrl und Med9/10-
Submodul: Med10, Srb7, Med7, Medl, Med4, Med9), an welches optional der Srb8-11-Subkomplex (Srb8,
Srb9, Srb10, Srb11) assoziiert ist (siche Text), und ein Schwanz-Teil (Gall1-Modul: Sin4, Med2, Med3, Galll)
untergliedert werden. Biochemisch 146t sich Mediator in drei Subkomplexe trennen: Srb4-Subkomplex, Srb8-11-
Subkomplex und Rgrl-Subkomplex (Gall1-Modul, Rgrl, Med9/10-Modul), wobei das Gall1-Modul iiber den
C-Terminus (CT, in Schwarz hervorgehoben) von Rgrl an den Komplex bindet. Fiir den Srb4-Subkomplex, das
Med9/10-Modul und das Gall1-Modul konnte eine Interaktion («>) mit der CTD der groten Untereinheit von
RNA-Polymerase II (pol II-CTD) gezeigt werden. Interaktionen (<) des Srb4-Subkomplexes mit TFIIB und
TBP bzw. des Rgrl-Subkomplexes mit TFIIB, TBP und TFIIE sind dargestellt. Regulatorische Signale
(Aktivatoren, Repressoren) werden hauptsiachlich im Gall1-Modul registriert. Negative Signale (-) werden im
Bereich von Med9 und Med4, positive Signale (+) hingegen im Bereich von Srb7 und Med10 integriert. Alle
gezeigten Wechselwirkungen zwischen den jeweiligen Mediatoruntereinheiten sind experimentell bestitigt.
Hefe-2Hybrid-Daten (*) argumentieren iiberdies fiir eine Interaktion von Srb7 und Med4, die nicht explizit
gezeigt ist (Uetz et al., 2000). Der Srb4-Subkomplex kann nicht nur tiber Med6 sondern auch iiber Med8 an den
Rgrl-Subkomplex binden (#). Nutl bindet an den Rgrl- und den Srb8-11-Subkomplex, die genauen
Interaktionspartner sind aber nicht bekannt. Genetische Interaktionen des Mediators mit weiteren Cofaktoren
(SAGA, Swi/Snf) betreffen Komponenten des Gall 1-Moduls (siche Text).
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* Der PAF-Komplex

Immobilisiert man RNA-Polymerase II mittels eines anti-CTD-Antikorpers an Protein A

Sepharose und inkubiert diese Affinitdtssdule mit Hefekernextrakten, so ldBt sich ein
Komplex isolieren, der neben den Proteinen Hprl, Cecr4, Pafl und Cdc73,
bemerkenswerterweise auch Galll enthdlt (Shi et al., 1997). Genetische Interaktionsdaten
sprechen fiir eine Rolle von PAF im Proteinkinase C-Signalweg (Chang et al., 1999). Es
wurde daher die Existenz eines alternativen Holoenzyms postuliert, welches unter bestimmten
Bedingungen fiir die Transkription eines kleinen Teils des Hefegenoms bendtigt werden
konnte (Chang und Jaehning, 1997; Mueller und Jachning, 2002).

Eine tabellarische Zusammenfassung des in diesem Abschnitt Gesagten findet sich im
Anhang (Abschn. 8.2.).

1.3.2. Mediatorkomplexe in Metazoen

Nach der Entdeckung der Mediatoraktivitét in S. cerevisiae im Jahr 1994 (Kim et al., 1994)
dauerte es erstaunlicherweise fast vier Jahre, bis die Existenz eines orthologen
Cofaktorkomplexes in murinen bzw. humanen Tumorzellinien demonstriert werden konnte
(Jiang et al., 1998; Sun et al., 1998). Dies lag wohl zum einen daran, dal die meisten
Polypeptide des Hefe-Mediators in ihrer Primdrsequenz schlecht oder gar nicht evolutionér
konserviert sind, zum anderen waren die Genome von Metazoen (Caenorhabditis elegans,
Xenopus laevis, Danio rerio, Drosophila melanogaster, Mus musculus und Fugu rubripes)
bzw. das Humangenom erst Ende der neunziger Jahre teilweise oder komplett sequenziert,
was die Identifizierung orthologer Proteine mittels Homologiesuche erheblich erschwert hat.
Heute weil man, aufgrund der Arbeiten im Labor von Dr. R.G. Roeder (Rockefeller
University) und der hier vorliegenden Arbeit, dall die USA-Fraktion (Abschn. 1.2.7.), welche
etwa im gleichen Zeitraum wie der Mediator der Béckerhefe beschrieben wurde, einen grofen
Anteil der humanen Mediatoraktivititen beherbergt. Hinzu kommt noch, dall in den frithen
Neunzigern zwar TFIID in Metazoen charakterisiert und (in Verbindung mit den TAFys) als
universeller Coaktivator gehandelt wurde, die Hefeforscher aber glaubten, dal die RNA-
Polymerase II-Trasnkription nur mit TBP, GTFs und Mediator stattfindet, da Hefe-TFIID zu
diesem Zeitpunkt nicht ,,existierte”. In der Tat gelang erst 2000 die komplette Reinigung von
TFIID aus der Béckerhefe (Sanders und Weil, 2000). Dies fiihrte dann vielleicht zu dem
voreiligen SchluB3, da3 die Transkription in S. cerevisiae zum Teil anders reguliert sei, als in
Metazoen. Heute, im Zeitalter der Genomforschung, wird es allerdings immer klarer, daf3

grundlegende Stoffwechselmechanismen von der Hefe bis zum Menschen konserviert sind.
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1.3.2.1. Mediatorkomplexe in Siugern

Erste Hinweise auf ein ,,Holoenzym* in Mammalia brachten Arbeiten in den Labors von
R.A. Young und D. Reinberg (Piscataway, NJ). Die Identifizierung eines humanen
Orthologen von Srb7 iiber Homologiesuchprogramme ermoglichte die Isolierung eines
groben Komplexes liber Immunfillung, der RNA-Polymerase II und GTFs beinhaltete (Chao
et al., 1996), sowie den Nachweis, dal3 in Kernextrakten von Tumorzellinien ein Teil der
RNA-Polymerase II in einem Aggregat von 60S mit humanem Srb7 (hSrb7), hSrb10/Cdks,
hSrb11/Cyclin C, GTFs und DNA-Reparaturproteinen cosedimentierte bzw. auf einer
Gelfiltrationssdule coeluierte (Maldonado et al., 1996). Im gleichen Jahr konnte ein grober
Komplex beschrieben werden, der iiber die Bindung an die Aktivierungsdoménen von VP16
und E1A13S isoliert wurde, und CTD-Kinaseaktivitdt aufwies. Die Autoren konnten hSrb7,
Cdk8 und Cyclin C als Bestandteile verifizieren (Gold et al., 1996). Im Jahr 1997 folgte dann
die Entdeckung eines humanen Med6-Orthologen (Lee et al., 1997) und der Nachweis, dal3
a-RAP74 (TFIIF)-Antikorper TFIIE, TFIIH, RNA-Polymerase Il und hSrb7 bzw.
hSrb10/Cdk8 coimmunprézipitieren (Cho et al., 1997). Nachdem 1998 zwei weitere humane
Orthologe — hMed10 (Gustafsson et al., 1998) und hMed7 (Myers et al., 1998) — identifiziert
wurden, gelang auch die erste Reinigung eines humanen Mediatorkomplexes mit Hilfe einer
Kombination von klassischer Sdulenchromatographie und Immunaffinitdtschromatographie
unter Verwendung eines a-hMed6-Antikorpers (Sun et al., 1998). Dieser Faktor wurde NAT
(,,negative regulator of activated transcription’) genannt, und man kann es schon fast als
Ironie der Geschichte bezeichnen, dafl der erste humane Mediatorkomplex in einem
funktionalen in-vitro-Transkriptionssystem, bestehend aus Gal4-VP16, PC4 und den GTFs,
als Corepressor spezifisch fiir die aktivierte Transkription beschrieben wurde. Im gleichen
Jahr konnte auch ein Maus-Mediator gereinigt werden, der allerdings keine Funktion in einem
gereinigten Transkriptionssystem zeigte, aber die Phosphorylierung der CTD von
RNA-Polymerase II durch TFIIH stimulierte (Jiang ef al., 1998).

Ein komplett anderer Ansatz, und zwar die Suche nach Coaktivatoren, die Liganden-abhéingig
an die AF2 (Abschn. 1.2.5.1.) des Thyroidhormonrezeptors bzw. des Vitamin D-Rezeptors
binden, fiihrte zur Identifizierung der TRAPs (,thyroid hormone receptor associated
proteins*) bzw. DRIPs (,,vitamin D receptor interacting proteins‘), wobei anfangs die
Verwandtschaft dieser Coaktivatoren mit dem Hefe-Mediator nicht erkannt wurde (Fondell et
al., 1996; Rachez et al., 1998; Yuan et al., 1998). Erst die Klonierung einer Reihe von cDNAs
dieser Multiproteinkomplexe zeigte dann die Homologie zu Mediator auf (Ito et al., 1999;
Rachez et al., 1999).
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Dariiber hinaus ergab die Reinigung und Charakterisierung eines Cdk8-assoziierten
Proteinkomplexes aus einer transgenen HeLa-Zellinie, die stabil Flag-Cdk8 exprimiert, daf3
dieser Komplex, mit SMCC (,,Srb/Mediator containing complex*) bezeichnet (Gu et al.,
1999), identisch zu TRAP ist. Wahrend DRIP nur in Verbindung mit Reportergenen, welche
in Chromatin verpackt sind, in einem in-vitro-Transkriptionssystem als Coaktivator fungiert,
funktioniert TRAP/SMCC, abhingig von den experimentellen Bedingungen sowohl als
positiver als auch als negativer Cofaktor (vergleichbar zu NAT) in einem gereinigten in-vitro-
System, allerdings mit Chromatin-freien Reportern.

Der erste humane Mediatorkomplex mit einer eindeutig positiven Wirkung wurde indes im
Labor von Dr. R. Tjian (Berkeley) dargestellt (Ryu et al., 1999). Seine Reinigung erfolgte
aufgrund seiner Eigenschaft die Aktivatorfunktion von Spl in einem gereinigten in-vitro-
Transkriptionssystem zu vermitteln, weswegen der Komplex CRSP (,,cofactor required for
Spl) genannt wurde. Die Reinigungsstrategie (Ryu und Tjian, 1999) folgte im Prinzip dem
USA-Protokoll und einem alternativen PC2-Reinigungsschema (Halle et al., 1995). Obwohl
die Charakterisierung der einzelnen Untereinheiten der oben aufgefiihrten Cofaktoren zu
diesem Zeitpunkt (und auch heute) noch nicht abgeschlossen war (und ist), unterschied sich
CRSP dadurch, daB ihm die Bestandteile des Hefe-Srb8-11-Subkomplexes zu fehlen
schienen.

Noch im selben Jahr erschienen zwei weitere Publikationen, die iiber humane
Mediatorkomplexe berichteten. ARC (,,activator required cofactor*) erwies sich einerseits in
seiner Zusammensetzung als auch in seiner in-vitro-Funktion als nahezu identisch zu DRIP,
und wurde iiber Affinitdtschromatographie an den immobilisierten Aktivierungsdoménen von
SREBP (,,sterol receptor enhancer binding protein*) bzw. VP16 gereinigt (Niar et al., 1998;
Naar et al.,, 1999). Dem Labor von A. Berk (UCLA) gelang die Identifizierung von
Hefeorthologen in einem Proteinkomplex, der mit der Aktivierungsdomidne von E1A13S
interagiert, eine unklare in-vitro-Funktion aufwies, und den Namen hSrb/Mediator bekam
(Boyer et al., 1999).

In Anbetracht der vielen unterschiedlichen Komplexe, die mit Hilfe verschiedenster
Reinigungsmethoden dargestellt wurden, war es nicht klar, ob nun viele verschiedene oder
nur ein Mediatorkomplex in Sdugern existiert. Die beschriebenen Cofaktoren hatten zwar
viele Untereinheiten gemein, zeigten aber trotzdem zum Teil deutliche Unterschiede in ihrer
Zusammensetzung (Ubersichtsartikel: Hampsey und Reinberg, 1999; Lemon und Tjian, 2000;
Malik und Roeder, 2000; Néar et al., 2001; Rachez und Freedman, 2001). Eine Ubersicht der
humanen Mediatorkomplexe beziiglich ihres Aufbaus findet sich in Tabelle 5. Aufgrund der
Tatsache, dal3 identische Proteine verschiedene Namen besitzen, werde ich im weiteren
Verlauf dieser Arbeit eine fiir den Leser eindeutige und einheitliche Nomenklatur verwenden,
die sich zum grofBten Teil danach richtet, in welchem Komplex diese Untereinheit mit Peptid-

bzw. vollstaindiger cDNA-Sequenz zum ersten mal beschrieben wurde.
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TRAP/ DRIP ARC CRSP NAT muMED | Alternativer Name, bekannte
SMCC Eigenschaften bzw. Funktion
240 250 250 — N.E. N.E.
230 240 240 — 230 160a OPA-repeats
220 205 200 200" N.E. 160b bindet an AF2 von HR und p53
170 150 150 150 hRgrl 110 bindet AF1 von HR
150a — — — — —
1508 130 130 130 140 N.E. hSur2; bindet an E1A
N.E. N.E. 105 N.E. N.E. N.E. TIG-1; bindet an SREBP-1a
100 100 100 100" N.E. N.E.
97 97) N.E. N.E. N.E. N.E. TAO-Ser/Thr-Kinase ?
(96a) Hefe-Bdf1-Homolog, Kinase?
95 92 — — N.E. 96b
N.E. N.E. (92) N.E. N.E. N.E.
(93) N.E. N.E. N.E. N.E. N.E.
N.E. N.E. N.E. (85") N.E. N.E.
80 77 77 77 70 78 Bindet p53- und VP16-AD
78 ? 70 70 70 — N.E. N-Terminus homolog zu TFIIS
56 56" 56" — Cdk8 — Cyclin-abhingige Kinase
(55)
(45)
N.E. N.E. 42 N.E. N.E. N.E.
37 N.E. N.E. 34 N.E. N.E.
36/28 36 36 N.E. 37 34/33

34 34 34 33/hMed7 36 36

33 33 33 — Cyclin C 31 Cyclinpartner von Cdk8

32 33 33 — hMed6 32

N.E. N.E. 32 N.E. N.E. N.E.
(30)
(28b)
hTRFP N.E. N.E. N.E. 23 28a nicht im Hefe-Mediator
(24) (22)
(22) (€2))

19 N.E. + + hSrb7 21 ,.,Knock-out* in Miusen letal
18/hSoh1 N.E. N.E. N.E. N.E. N.E. nicht im Hefe-Mediator
hMed10 N.E. N.E. N.E. 14 N.E.

(12)

Tab. 5: Mediatorkomplexe aus Séugern. NAT (,,negative factor for activated transcription), TRAP (,,thyroid
hormone receptor associated proteins), DRIP (,vitamin D receptor interacting proteins®), SMCC
(,.Srb/Mediator containing complex™), CRSP (,cofactor required for Spl*), ARC (,activator required
cofactor”), muMED (Muriner Mediator). Proteine sind entweder gemif ihres apparenten Molekulargewichts,
ihres vorher bekannten Namens bzw. als Orthologe der entsprechenden Hefeeiweifle aufgefiihrt. Polypeptide in
einer Tabellenzeile sind identisch. Der Name der fettgedruckten Untereinheiten wird im Text als
Standardbezeichnung dieser Mediatorkomponente verwendet. Fiir Proteine in Klammern sind bisher keine
Nukleotid- bzw. Peptidsequenzen verdffentlicht. N.E. (nicht evaluiert); — (nicht vorhanden); AF2
(Aktivierungsfunktion 2); HR (Hormonrezeptor); OPA-repeats (CAG-Trinukleotidwiederholungen in Proteinen,
die in Zusammenhang mit der Ausbildung mentaler Redardation stehen); +/- (fakultative Untereinheit).
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Die entsprechenden Namen sind in der Tabelle 5 fettgedruckt zu finden. Eine weitere
Orientierungshilfe, welche die Homologiebeziechungen zum S. cerevisiae Mediator

herausarbeitet, kann im Anhang (Abschn. 8.2.1.) gefunden werden.

1.3.2.2. Mediatorkomplexe der Taufliege und des Fadenwurms

Die Anzahl biochemisch arbeitender Forscher die Drosophila melanogaster bzw.
Caenorhabditis elegans als Modellsystem benutzen ist eher begrenzt, so daf3 viele Studien zur
Organisation von Mediator-dhnlichen Aktivitdten in diesen Organismen mit Hilfe
molekulargenetischer Methoden durchgefiihrt wurden.

Im Fadenwurm (C. elegans) sind bis dato folgende Mediatororthologe entweder auf
Proteinebene oder aufgrund von cDNA-Vorhersagen aus der Genomsequenz bekannt (siehe
http.//bio.lundberg.gu.se/cgi-bin/medb/index.cgi): CeMEDG6 (LET425), CeMED7, CeMED10,
CeSRB7, SUR-2 (DRIP130-Ortholog), CeRGR1, CeMED4, CeMEDS (teilweise), CeSRB4
und SOP-3 (CeSRB8, TRAP230-Ortholog). Vorldufige Daten sprechen dafiir, dafl in
Fadenwurmembryos zwei Mediatorkomplexe vorliegen, die beide mit RNA-Polymerase I1
interagieren, und sich durch Chromatographie an Heparinsepharose trennen lassen. Ein
Komplex enthdlt CeMed7, CeMedl0 und CeSrb7, der andere CeMed6. RNA-
Interferenzexperimente (Fire et al, 1998) mit RNA;, die gegen CeMed7, CeMed6 und
CeMedl10 gerichtet ist, beweisen eine essentielle Rolle der CeMed-Komplexe in der
Embryonalentwicklung des Wurms, und zeigen, dal CeMed6, CeMed7 und CeMed10 (zum
Teil dhnlich zu den Hefeorthologen) fiir die Expression induzierbarer Gene gebraucht werden
(Kwon et al., 2001; Kwon et al., 1999).

Der entsprechende Drosophila-Mediator (dMed) ist biochemisch wesentlich besser definiert,
und zeigt eine starke Verwandtschaft zu TRAP/SMCC. Eine Liste der Orthologen zu den
entsprechenden Hefe- bzw. Sdugerproteinen befindet sich im Anhang (Abschn. 8.2.2.).

Die Reinigung aus  Embryoextrakten  erfolgte  durch  mehrere  klassische
Chromatographieschritte gefolgt von einer abschlieBenden Immunprézipitation mit einem
Antikorper, der gegen das Drosophila-Orthologe des Hefeproteins Soh1 gerichtet ist (Park et
al., 2001a). Ein Sohl-orthologes Protein konnte auch in TRAP/SMCC identifiziert werden
(Ito et al., 1999), ist aber bisher nicht als Komponente des Hefe-Mediators beschrieben
worden. Der 2 MDa-Komplex fungiert als Coaktivator fiir VP16, Dorsal und dHSF
(Hitzeschockfaktor), funktioniert aber nicht als Corepressor fiir even-skipped. Zudem konnte
auch eine Interaktion mit den Transkriptionsfaktoren Kriippel, Bicoid und Fushi-tarazu
gezeigt werden, wihrend die Drosophila-Proteine Twist und Hunchback keine Bindung an

dMed demonstrierten.
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Der Coaktivator bindet dariiber hinaus an dTBP, dTFIIB, dTFIIEB, dRAP74 und dTFIIS
(Park et al., 2001a).

Genetische Untersuchungen weisen den Drosophila-Komponenten eine wesentliche Rolle in
der Embryonalentwicklung zu, wobei fiir _ TRAP80 und dMED6 gezeigt ist, daB3 sie essentiell
fiir den Zellmetabolismus sind (Boube et al., 2000; Gim et al., 2001). Auch eine Mutation
(Deletion der ersten 23 Aminoséduren) im Protein poils aux pattes (pap/dTRAP240) ist fiir den
Organismus rezessiv letal, allerdings wird Pap/dTrap240 nicht fiir das Uberleben einer Zelle
benotigt, sondern ist wichtig flir die Entwicklung der labialen und maxillaren Fiihler, sowie
den Tarsus des ersten Beins (Boube ef al., 2000). Fiir dMed6 konnte iiberdies gezeigt werden,
daBl es fiir die Entwicklung der Taufliegenlarve zur Puppe essentiell ist, da bei diesem
Stadium kein maternales Protein mehr vorhanden ist, was ein nahezu komplettes Fehlen der
Fliigel-, Bein-, und Antennenanlagen sowie Defekte in der Hirnausbildung zur Folge hat (Gim
et al., 2001). Ahnliche Studien einer anderen Arbeitsgruppe identifizierten Kohtalo, daB sich
als identisch zu Pap/dTrap240 herausstellte, und Blind spot/dTrap230 als wichtige Proteine
fiir die Entwicklung der Organanlagen fiir den Bereich Augen/Antennen (,,eye-antennal disc*)
im Imago (Treisman, 2001). Zellen, welche Kohtalo- bzw. Blind spot-Mutationen tragen sind
in der terminalen Differenzierung zu  Photorezeptorzellen  blockiert, einem
Entwicklungsvorgang, der durch den Notch- sowie den Hedgehog-Signalweg induziert wird
(Treisman, 1999). Interessanterweise konnte Kohtalo/dTrap240 schon in den spiten achtziger
Jahren als Suppressor des Polycomb-Phanotyps kloniert werden (Kennison und Tamkun,
1988), was dTrap240 als Mitglied der Gruppe der Trithorax-Proteine (van Lohuizen, 1999)
einordnet, zu denen unter anderem auch Brahma und Moira gehoren, die zusammen im Brm-

Chromatinremodellierungskomplex (Abschn. 1.4.4.) der Taufliege zu finden sind.

1.3.3. Mediator als Endpunkt von Signaliibertragungskaskaden

Die Erforschung der Rolle des Mediators bei der Ubertragung von Signalen von der
Zellmembran in den Nukleus hat noch einen sehr rudimentiren Charakter, und beruht
ausschlieflich auf molekulargenetischen und entwicklungsgenetischen Daten. Trotzdem
scheint sich eine wichtige Funktion des Transkriptionscofaktors in der Ras-Signalkaskade
(Kolch, 2000; Tan und Kim, 1999) und im Wng/Wnt-Signalweg (Eastman und Grossched],
1999) abzuzeichnen.
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Wenn Zellen der Béackerhefe von der Logphase in die stationdre Wachstumsphase tlibergehen,
nehmen sie einen Go-dhnlichen Ruhezustand ein, wobei der Ubergang unter anderem durch
ein Anschalten des YGP1-Gens und den Ras-Signalweg reguliert wird. In einem Screen fiir
Suppressoren einer deregulierten YGP1-Expression in der Logphase wurden die soganannten
RYE (,,regulation of YGPI expression“)-Gene gefunden, und es stellte sich heraus, da} diese
identisch mit den Mediatoruntereinheiten, SRB9/SSN2, SRB10/SSN3, SRB11/SSN8 und
SIN4 sind (Chang und Kornberg, 2000; Howard et al., 2001). Eine Deletion der SSN-Gene
hat zum Beispiel — genauso wie eine reduzierte Ras-Aktivitét - ein Anschalten von YGP1 zur
Folge. Der direkte Endpunkt der Signalkaskade — auf den Mediator bezogen — liegt allerdings
im Gall1-Modul, da konstitutiv aktives Ras (RAS2"*""") synthetisch letal mit SIN4-, GAL11-,
MED3/HRS1 und MED2-Mutationen ist. AuBBerdem flihren Deletionen in den Genen fiir
GAL11 und MED3/HRS1 zu einer Hochregulierung von YGP1 in der Logphase
(Anmerkung: MED2A-Mutanten haben keinen Effekt), wiahrend beispielsweise eine Mutation
im Med9/10-Modul (MEDI1A) keinen EinfluB auf die YGPI1-Expression hat. Weitere
genetische Analysen konnten zeigen dal PKA (Proteinkinase A) stromaufwérts von SIN4
liegt. Das Sind-Protein scheint fiir das Uberleben von Hefe in der stationiren Phase duBerst
wichtig zu sein, da SIN4 (RYE)-Mutanten eine zweihundertfach reduzierte Uberlebensrate
nach acht Tagen ,,Hungerperiode* haben.

Weitere Hinweise auf eine Funktion von Mediator im Ras-Signalweg kommen aus
genetischen Untersuchungen beim Fadenwurm. So wurde das DRIP130-orthologe C. elegans-
Protein Sur-2 in einem Screen auf Suppressoren flir konstitutiv aktives Ras identifiziert.
Mutationen von Ras, die einen Funktionsverlust des G-Proteins bewirken, fithren zu einem
Fehlen der Geschlechtsorgane (z.B. Vulva) in den Hermaphroditen. Konstitutiv aktives Ras
(Ras®"*) hingegen hat die Ausprigung eines Multivulvaphinotyps zur Folge (Nilsson et al.,
2000; Singh und Han, 1995). Von einer anderen Gruppe konnte zusétzlich gezeigt werden,
daB auch eine Deletion von LET425 (CeMEDG6) Ras®"** supprimiert (Kwon und Lee, 2001).
Ein Schema des Signalwegs findet sich im Anhang (Abschn. 8.3.1., Abb. 38).
Mediatorkomponenten von C. elegans und D. melanogaster spielen dariiber hinaus eine Rolle
als (mogliche) Endpunkte des Wng/Wnt-SignaltransduktionsprozeBes. So kann das
Anschalten eines im Wng/Wnt-Signalweg liegenden Fadenwurm-Gens (PAL-1), welches fiir
die Ausprigung minnlicher Geschlechtsmerkmale in postembryonalen Neuroblasten am
Schwanz des Wurmes verantwortlich ist, in anderen Zelltypen durch Sop-1/CeTrap230
blockiert werden, wihrend genetische Daten gleichzeitig dafiir sprechen, dal CeMed6
essentiell fiir die positive Regulation des PAL-1-Gens durch Bar-1/Cef-Catenin ist (Kwon
und Lee, 2001; Zhang und Emmons, 2000; Zhang und Emmons, 2001).
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Bemerkenswerterweise ist auch in den postembryonalen Neuroblasten die Wng/Wnt-Kaskade
durch Sop-1/CeTrap230 blockiert, allerdings ermoglicht ein Intron-Enhancer, der in diesen
Zellen aktiv ist, die Expression von PAL-1. Ein Funktionsverlust des Enhancers kann durch
eine Mutation in Sop-1 supprimiert werden, welche eine Deletion der C-terminalen
glutaminreichen Doméne zur Folge hat. Die vergleichbare Deletion in Blind spot/dTrap230
hat eine fehlende Augen- und Antennenentwicklung in der Taufliege zur Konsequenz. Eine
schematische Darstellung kann im Anhang (Abschn. 8.3.2., Abb. 39) gefunden werden.

1.4. Chromatin und Transkriptionsregulation

1.4.1. Die DNA im Zellkern ist in Chromatin verpackt

Die Regulation der Genexpression ist in gewisser Weise auch mit der Frage verbunden, wie
es eine menschliche Zelle schafft, die 2 m DNA ihres diploiden Chromosomensatzes, ein
hochgeladenes Polymer, welches ihr Genom konstituiert, in einem Zellkern mit einem
Durchmesser von ca. 10 pm und einem Volumen von ca. 500 pm® unterzubringen. Die
prinzipielle Antwort darauf kennen wir bereits seit knapp 30 Jahren, und sie lautet:
Verpackung in eine kompakte Nukleoproteinstruktur, das Chromatin. Die nukledre DNA ist
dabei mit stark basischen Eiweillen, den Histonen, assoziiert, welche zu den in der Evolution
am besten konservierten Proteinen iiberhaupt gehdren. Die fundamentale Grundeinheit des
Chromatins ist das Nukleosom, welches aus einem Oktamer der Histonproteine H2A, H2B,
(H3), und (H4),, sowie 146 bp DNA, die sich knapp zweimal um den Proteinkern winden
(1.65 superhelikale Windungen), aufgebaut ist (Thomas und Kornberg, 1975). Das
Nukleosom (Durchmesser ca. 10 nm) besitzt eine hochgeordnete Struktur, nur die N-Termini
der Histone sind hochflexibel, und stehen mdglicherweise wie die Stacheln einer Beere nach
auBBen (Luger et al, 1997; Luger und Richmond, 1998). Nukleosomen verleihen dem
Chromatin ein ,,perlschnurartiges* Aussehen und induzieren positive Superhelices in der
DNA. An die sogenannte Linker-DNA zwischen den einzelnen Nukleosomen kann Histon H1
binden, welches auch mit sich selbst interagiert, und so zusammen mit den N-terminalen
Fortsdtzen den nédchst hoheren Grad der Verpackung zur Solenoid- bzw. 30 nm-Fibrille
induziert. Ein Gertist aus Nicht-Histonproteinen (z.B. HMG- und SIR-Proteine) ermoglicht
die Anlagerung der 30 nm-Fibrille in Schleifen, was zur Ausbildung einer Struktur mit einem
Durchmesser von 300 nm fiihrt, die sich letztlich zu den 0.7 —1.0 pm breiten Chromosomen
faltet.
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Damit Transkriptionsfaktoren effizient an ihre Zielsequenzen auf der DNA binden kdnnen
und die RNA-Polymerase II die RNA-Synthese durchfiihren kann, mufl das Chromatin lokal
aufgewunden werden (Bildung von Euchromatin). Diese Aufgabe iibernehmen Enzyme, die
in der Lage sind Histone, iiberwiegend an ihren N-Termini, zu modifizieren, bzw.

Nukleosomen auf der DNA zu verschieben (Chromatinremodellierungsmaschinen).

1.4.2. Chromatinmodifikationen

1.4.2.1. Histone konnen acetyliert werden

Eine Korrelation aktiv transkribierter Gene mit einer verstarkten Histonacetylierung in ihrem
Chromatinbereich, kombiniert mit der Erkenntnis, daf} stillgelegte Gene im Heterochromatin
in einem hypoacetylierten Zustand vorliegen, fiihrte zu der Hypothese, da3 eine Acetylierung
der N-terminalen Fortsétze von Histonen einen positiven Effekt auf die Genexpression hat. In
der Tat sind inzwischen zahlreiche Interaktionen von Aktivatoren und Coaktivatoren mit
Histonacetyltransferasen (HATs) beschrieben. Das primidre Substrat fiir diese Enzymklasse
sind die e-Aminogruppen von Lysinresten in den N-Termini der Histone. Als
Acetylgruppendonor fungiert Acetyl-Coenzym A (AcCoA). Es wird spekuliert, daf3 die
Modifikation dieser Lysinreste die Wechselwirkung zwischen Nukleosomen, sowie zwischen
Histonen und DNA schwiécht, und so die Chromatinstruktur auflockert. Aullerdem besitzen
eine Reihe von Transkriptionsfaktoren (und auch HATSs) sogenannte Bromodomdnen, fir die
gezeigt werden konnte, dal} sie in vitro spezifisch an acetylierte Peptide binden, die den
Histonfortsdtzen entsprechen. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dall der Swi/Snf-
Chromatinremodellierungskomplex (Abschn. 1.4.4.) in vitro weitaus effizienter funktioniert,
wenn die Nukleosomen durch den HAT-Komplex SAGA acetyliert wurden (Hassan et al.,
2001).

Obwohl die verschiedenen Histonmodifikationen, wie z.B. Acetylierung, Phosphorylierung,
Ubiquitinierung, Ribosylierung und Methylierung bereits seit Jahrzehnten bekannt sind,
wurde erst 1996 die erste HAT mit Transkriptionsfunktion im Labor von David Allis
(Charlottesville, Virginia) aus dem Ciliaten Tetrahymena isoliert. Es stellte sich dann heraus,
daBl das Enzym homolog zu dem Hefeprotein GenS war, ein Faktor, welcher bereits aufgrund
genetischer und biochemischer Daten als Coaktivator bekannt war, und spéter als
enzymatische Komponente in den Multiproteinkomplexen SAGA und ADA identifiziert
werden konnte. In den folgenden vier Jahren wurde dann eine ganze Reihe weiterer HATSs in
S. cerevisiae, Pflanzen, Protozoen und Metazoen gefunden, die strukturell in mehrere Klassen
unterteilt werden kénnen (Ubersichtsartikel: Marmorstein und Roth, 2001; Roth et al., 2001).

Generell kann man zwei Gruppen von HATSs unterscheiden.
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Die Vertreter der HAT-B-Gruppe sind liberwiegend im Cytoplasma lokalisiert und scheinen
fiir den Transport der am Ribosom synthetisierten Histone in den Kern verantwortlich zu sein.
HATs vom A-Typ hingegen befinden sich im Nukleus und tiben dort wichtige Funktionen in
der  Transkription, DNA-Replikation und DNA-Reparatur aus. Anhand von
Homologiebeziehungen kann man die HAT-A-Gruppe in die folgenden Klassen unterteilen:

* GNAT (,,GcnS5-related N-acetyltransferases*)-Familie: GenS (Hefe, Metazoen), PCAF
(Sauger), Elp3 (Elongatorkomplex, Hefe), Hpa2 (Hefe) und TFIIIC (RNA-Polymerase III-
Initiation, Sduger). Vertreter dieser Klasse acetylieren priferentiell den Lysinrest 14 von
Histon H3, und besitzen eine C-terminale Bromodoméne.

* MYST -Familie: MOZ (Mensch), Ybf2/Sas3 (Hefe, NuA3-Komplex), Sas2 (Hefe),
Tip60 (Mensch), Esal (Hefe, NuA4-Komplex), MOF (Drosophila) und HBO1 (Mensch,
Replikation). Bis auf Ybf2/Sas3 erfolgt eine bevorzugte Acetylierung von Histon H4. Die
meisten Mitglieder dieser Familie besitzen eine Chromodomine, die RNA (Akhtar et al.,
2000) und methylierte Histonfortsitze binden kann (Bannister et al., 2001).

* CBP/p300 (CREB-bindendes Protein): Die beiden Proteine mit groBBer Homologie in ihrer
Primérstruktur, wurden unabhingig voneinander als E1A-interagierende Cofaktoren bzw. als
Proteine, die phosphoryliertes CREB binden, entdeckt. Neben der Acetylierung von Histonen
sind auch eine Reihe anderer Proteine als Substrate (z.B. p53, TFIIE, TFIIF und E2F1)
beschrieben. CBP/p300 besitzen eine zentrale Bromodoméne, mehrere potentielle Zn-Finger
und zwei unabhingige Doméinen, die mit einer Myriade verschiedener Transkriptionsfaktoren
wechselwirken konnen. Dies macht sie zu einem zentralen Coaktivator in der Zelle, dessen
Expression strikt reguliert sein mufl, was man auch daran sieht, dafl eine Deletion von p300
bzw. CBP in der Maus letal ist. Die CBP-Menge in den Zellen scheint noch kritischer zu sein,
da eine Haploinsuffizienz von CBP das Rubinstein-Taybi-Syndrom beim Menschen und
Skelettanomalien bei der Maus verursacht (Ubersichtsartikel: Chan und La Thangue, 2001).

* SRC (Steroidrezeptor-Coaktivator)-Familie: SRC-1, ACTR/pCIP/TRAM-1/RAC3,
SRC-3, TIF-2, GRIP1, ATF-2.

* TAF;250-Familie: Hefe-TAF;145 und TAF;;250 (Sduger, Drosophila) besitzen zwei

Bromodoméinen und kdnne daher duBerst effizient an acetylierte Histone binden.

1.4.2.2. Histone konnen deacetyliert werden

Da die Acetylierung von Chromatin in den meisten Fillen die Transkription positiv reguliert,
muB es auch eine Mdglichkeit geben, dieses Signal wieder abzuschalten. Diese Funktion wird
von den Histondeacetylasen (HDACs) vermittelt (Ubersichtsartikel: Khochbin et al., 2001).
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Die erste HDAC wurde in Sdugern 1996 identifiziert, und fiihrte zu der Entdeckung einer
ganzen Familie von Enzymen in hoheren Eukaryonten, die verwandt zum Hefeprotein Rpd3
sind, und als Klasse -HDACs bezeichnet werden (Leipe und Landsman, 1997). Die Suche
nach HDACs homolog zum Hefeenzym HDA1 wies den Weg zur Charakterisierung von
HDAC:s, die eine zweite Klasse von Deacetylasen bilden (Grozinger et al., 1999). Als dritte
Klasse von HDACs wurde dann schlie8lich die Sir2-Proteinfamilie erkannt, welche eine Rolle
im dauerhaften Stillegen von Genen hat (Imai et al., 2000).

* Klasse I-HDACs: HDACI1, HDAC2, HDAC3 und HDACS besitzen eine hochkonservierte
katalytische Doméne die grofle Teile der Enzyme einnimmt. HDAC1 und HDAC2 sind
Komponenten der Multiproteinkomplexe Sin3/HDAC und NuRD/Mi2. Die Hauptaufgabe von
HDAC3 ist eng mit der Aktivitdit von Corepressoren fiir nukledre Hormonrezeptoren
gekoppelt, und ist in der Lage, dhnlich wie diese zwischen Cytosol und Nukleoplasma hin-
und her zu wandern.

* Kilasse II-HDACs: Die HDACs4-7 sind noch wenig charakterisiert, spielen aber
moglicherweise auch eine Rolle in der negativen Regulation von nukledren
Hormonrezeptoren. HDAC6 besitzt interessanterweise zwei katalytische Domaénen, ist
hauptsdchlich im Cytoplasma lokalisiert und wird nicht durch den Deacetylaseinhibitor
Trapoxin in ihrer Wirkung beeintrachtigt. Auch HDAC4 und 5 sind fakultativ
cytoplasmatisch, da sie nach Phosphorylierung durch die Ankerproteine der 14-3-3-Familie
im Cytosol zuriickgehalten werden.

+ Klasse III-HDACs: Die enzymatische Aktivitit dieser Familie ist in vitro NAD -abhingig,
was die Deacetylasefunktion in Zusammenhang mit dem zelluldren Redox- und
Energiezustand bringt. Hefe-Sir2 zeigt zudem eine ADP-Ribosyltransferaseaktivitit. In

Saugern sind sieben Klasse I1I-Enzyme beschrieben, die SIRT1-7 benannt werden.

1.4.2.3. Histone konnen methyliert werden

Die Modifikation von Histonfortsdtzen durch Anhéngen einer Methylgruppe kann an Lysin-
und Argininresten erfolgen. Dementsprechend kann man Arginin- und Lysin-
Methyltransferasen (MTasen) unterscheiden, welche beide S-Adenosyl-L-Methionin (SAM)
als Methylgruppendonor verwenden. Die Methylierung von Histonen ist eine relativ stabile
Modifikation mit einer langen Halbwertszeit. Bis dato konnten noch keine
Demethylaseaktivitdten gereinigt bzw. identifiziert werden, und es wird diskutiert ob diese in
der Zelle iiberhaupt existieren (Ubersichtsartikel: Jenuwein, 2001; McBride und Silver, 2001;
Zhang und Reinberg, 2001).
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In Sédugern sind bis dato die Argininmethyltransferasen PRMT (Protein-Arginin-
Methyltransferase)l, PRMT2, PRMT3, PRMT4/CARM1 (Coaktivator-assoziierte Arginin-
Methyltransferase) und PRMT5/JBP-1 (Januskinase-bindendes Protein) bekannt. PRMTT ist
essentiell fiir die Embryonalentwicklung der Maus, und die Methylierung von H4 R3 spielt
eine Rolle in der Coaktivatorfunktion des Enzyms fiir nukledre Hormonrezeptoren. Die
Methylierung von H4 R3 stimuliert die Acetylierung von Histon H4 durch CBP in vitro.
AuBerdem ist PRMTI1 eine essentielle Komponente des Interferon-Signalwegs, da die
Bindung des Transkriptionsfaktors STAT1 an seine Zielsequenzen auf der DNA von seiner
Methylierung am Argininrest 31 abhingt. Auch CARMI1 ist ein Cofaktor fiir
Hormonrezeptoren und interagiert mit der GRIP1/SRC-Familie der Coaktivatoren fiir
nukledre Hormonrezeptoren, in deren Kontext eine synergistische Funktion zusammen mit
CBP/p300 gezeigt werden konnte. Die Methylierung von p300 in der KIX-Domine hat eine
Storung der CREB-Interaktion zur Folge, was CARMI als Corepressor fiir die cAMP
induzierten Signalkaskaden ausweist (Xu et al., 2001). Das Enzym methyliert hauptsichlich
H3 R17, in geringerem Mafle auch R2 und R26 in Histon H3.

Zahlreiche Lysin-MTasen sind bisher in Eukaryonten beschrieben worden, wobei ihre
zelluldre Rolle bzw. die physiologischen Zielmolekiile zum groBten Teil noch unbekannt sind.
Histone kdnnen in vivo an den Lysinresten K4, K9, K17, K27 und K36 an H3, sowie K20 an
H4, methyliert werden (siche Abb. 8). Alle bisher identifizierten Lysin-MTasen besitzen als
gemeinsames Merkmal eine sogenannte evolutiondr konservierte SE7-Doméne, die zuerst in
den Drosophila-Proteinen Su(var)3-9 (Suppressor von Postionseffekten), Enhancer of Zeste
(Polycomb-Familie) und Trithorax gefunden wurde. Zudem weisen einige der Lysin-MTasen
Pra-SET und Post-SET-Regionen auf. In der Maus existieren zwei Homologe zu Su(var)3-9
(Suv39H1, Suv39H2), welche, genauso wie das S. pombe-Ortholog Clr4, iiberwiegend
Lysin 9 in H3 modifizieren. Eine weitere Sduger-MTase, G9a genannt, ist in der Lage K9 und
K27 von Histon H3 zu methylieren (Konsensussequenz: TKxxARKS). Kiirzlich wurde das
Saugerprotein SET7 kloniert und demonstriert, da3 es sich um eine MTase handelt, die H3 K4
in vitro und in vivo modifiziert (Wang et al., 2001). In Tetrahymena konnte demonstriert
werden, dafl die H3 K4-Methylierung mit transkriptionsaktivem Euchromatin, die H3 K9-
Methylierung hingegen mit Heterochromatin korreliert ist. Auflerdem schlieBen sich die
Methylierung von K4 und K9 auf Histon H3 gegenseitig aus, was diese beiden

Modifikationen zu einer wichtigen Markierung flir den Regulationszustand eines Gens macht.
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1.4.2.4. Weitere Modifikationen

Uber die ADP-Ribosylierung, Ubiquitinierung und Phosphorylierung des Chromatins ist in
funktioneller Hinsicht noch nicht sehr viel bekannt (Ubersichtsartikel: Spencer und Davie,
1999; Wu und Grunstein, 2000).

* Ubiquitinierung: Die Histone H2A, H2B und H3 liegen in vivo ubiquitiniert (an den
e-Aminogruppen von Lysinresten) vor. Ubiquitiniertes H2B scheint dabei mit aktiv
transkribierten Genen korreliert zu sein. Drosophila TAF;250 steht im Verdacht eine
Ubiquitinkonjugierende Enzymaktivitdit zu besitzen, welche eine Ubiquitinierung von
Histon H1 in vitro zur Folge hat. Eine Deletion der enzymatischen Aktivitit resultiert in einer
verringerten Expression von Zielgenen des Aktivators Dorsal in Embryonen der Taufliege
(Pham und Sauer, 2000). Die Ubiquitinierung von Histon H2A durch das murine Hefe-Rad6-
Ortholog HR6B spielt eine wichtige Rolle in der Spermatogenese (Baarends et al., 1999).
Kiirzlich konnte eine Verbindung zwischen einem HDAC6-Komplex und dem
Ubiquitin-Signalweg festgestellt, und eine direkte Bindung von HDAC6 an Ubiquitin

demonstriert werden (Seigneurin-Berny et al., 2001).

* ADP-Ribosylierung: Poly(ADP-Ribose) ist ein natiirlich vorkommendes Polymer, daf3
grofe Ahnlichkeit zu Nukleinsiuren hat. Es wird ausgehend von NAD" priferentiell an
acetylierten Histonen und wenigen anderen Kernproteinen (HMG-Proteine, T-Antigen) durch
PARP (Abschn. 1.2.7.) synthetisiert. Es wird spekuliert, daB diese Modifikation
Chromatinschlaufen in einem transkriptionskompetenten Zustand halten kann (Boulikas,
1991). Die Auto-ADP-Ribosylierung von Chromatin-gebundener PARP fiihrt zu einer
transienten Verdridngung von Histonen von der DNA und einer Reassoziation derselben,
nachdem das Enzym poly(ADP-Ribose)-Glycohydrolase die ADP-Ribose-Polymere abgebaut
hat (Althaus et al., 1994).

* Phosphorylierung: Die Kinasierung von Histon H3 an den Serinresten 10 und 28 beeinfluf3t
sowohl die Transkriptionsregulation als auch die Mitose (Cheung et al., 2000). Wihrend im
Interphasenkern ausschlieBlich die Ser10-Phosphorylierung vorliegt, ist die Modifikation von
Ser10 und Ser28 mit einer Kondensation des Chromatins in der Metaphase der Mitose
korreliert. Man nimmt an, daB3 die Aurora-Kinasefamilie fiir diesen Schritt am
G2/M-Ubergang des Zellzyklus verantwortlich ist (Crosio et al., 2002). Untersuchungen in
der Bickerhefe zeigen, daBl die H3 SerlO-Phosphorylierung die Genexpression positiv
reguliert, indem sie die Acetylierung von H3 durch GenS5 drastisch stimuliert (Lo et al., 2001).
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Bei Sdugern findet man diese Modifikation vorwiegend bei IE (,,immediate early*)-Genen,
welche durch Phorbolester und den MAPK-Weg angeschaltet werden. Eine essentielle Rolle
fiir die Rsk2-Kinase in diesem ProzeB wird diskutiert (Merienne et al., 2001). Dariiber hinaus
ist auch Histon H1 ein wichtiges Zielmolekiil, und das Auftreten von phosphoryliertem H1 ist

kongruent zu aktiv transkribierten Genen (Spencer und Davie, 1999).

1.4.3. Der Histoncode

Die zahlreichen Modifikationsmoglichkeiten der N-terminalen Histonfortsitze in Verbindung
mit deren Konsequenz auf die Chromatinstruktur, sowie die Existenz von Proteinmodulen,
welche spezifisch diese Modifikationen erkennen konnen (z.B. Bromodoméne), fithrte zum
Postulat, daBB neben dem genetischen Code, ein zusitzlicher Histoncode, insbesondere in
hoheren Organismen die epigenetische Regulation der Erbinformation steuert (Strahl und
Allis, 2000). Eine ausfiihrliche Darstellung der Histonmodifikationen findet sich in Abb. 8.
Ein wichtiges Konzept dabei ist die sich abzeichnende Tatsache, daB3 sich verschiedene
Modifikationen am selben Histonfortsatz gegenseitig ausschlieBen, bzw. Synergismen eine
zeitliche Abfolge von Modifikationen diktieren konnen. Eine SchliiBelrolle in diesem ,,Spiel*
nimmt wahrscheinlich K9 von Histon H3 ein, weil es als einziger Lysinrest sowohl acetyliert
als auch methyliert werden kann. Die Methylierung von H3 K9, die zu einer Rekrutierung des
Heterochromatinbindungsproteins HP1 fiihrt, reprisentiert einen wichtigen epigenetischen
Marker fiir die Stillegung eines Gens, und steht daher urséchlich im Zusammenhang mit der
Repression der Genexpression auf einem der X-Chromosomen, ,,dosage compensation
genannt, bei weiblichen Sdugetieren (die ja bekanntlich zwei davon haben). Die ganze
Komplexitit wird deutlich, wenn man beachtet, da3 die Chromatinremodellierungsmaschinen
vom ISWI-Typ (Abschn. 1.4.4.) intakte Histonfortsdtze fiir ihre Funktion brauchen, und daf3
im allgemeinen auch die Chromatin-modifizierenden Enzyme selbst unterschiedliche
Erkennungsmodule fiir bereits vorhandene Modifikationen besitzen: Chromodomainen,
Bromodoméanen, SET-Doménen, Shadowdoménen und Chromo-Shadow-Doménen. Dariiber
hinaus existieren Proteine, welche 5-Methyl-Cytosinreste in der DNA erkennen, und nach
ihrer Bindung eine Rekrutierung von HDACSs initileren. Die DNA-Methylierung an
sogenannten CpG-Inseln im Genom, ein weiterer epigenetischer Marker ist immer mit einer
Stillegung dieses Chromatinbereiches verbunden. SchlieBlich konnte die Mono- bzw.
Dimethylierung von Argininresten, welche iiberdies noch symmetrisch bzw. asymmetrisch
erfolgen kann, oder die Mono-, Di- bzw. Trimethylierung von Lysinresten der Histonfortsitze
eine weitere Codierungsebene einfiihren (Ubersichtsartikel:Jenuwein und Allis, 2001; Rice
und Allis, 2001; Zhang und Reinberg, 2001).



Einleitung 50

FTr
N-ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAP—K
2 4 910 14 1718 36

2627128

(H3)
*®*rpr r r ® (Ha)

N-S1GI§G I‘5(GGI§GLG tgGGAEERH Rg(OVLRDNIQGIT

T rrrr " s

N-S—K_K K—K_K_K_N ? Methylierung
1 5 9 20 15 12 5
C 1;(91}‘2(0 c (P Phosphorylierung
_ @ Ubiquitinierung

Abb. 8: Histonmodifikationen in Metazoen. Die bisher bekannten potentiellen Modifikation in den Histonen H3,
H4, H2A und H2B sind gezeigt. Es ist zu beachten, dafl niemals alle Modifikationsmdglichkeiten gleichzeitig
benutzt werden, und daB} sich Modifikationen zum Teil gegenseitig ausschlieBen (siche Text).

1.4.4. Chromatinremodellierungsmaschinen

Die ATP-abhédngigen Remodellierungskomplexe beeinflussen die Chromatinstruktur, indem
sie die Position und damit die Anordnung von Nukleosomen auf der DNA verdndern, die
Konformation von Nukleosomen manipulieren und den Aufbau kompletter Oktamere aus den
H3+H4-Tetrameren stimulieren (Ubersichtsartikel: Guschin und Wolffe, 1999; Kingston und
Narlikar, 1999; Varga-Weisz und Becker, 1998; Vignali et al., 2000; Wade und Wolffe,
1999). Es existiert eine Vielzahl unterschiedlicher Multiproteinkomplexe mit orthologen
Vertretern sowohl in niederen Eukaryonten als auch in hoheren Organismen, wobei letztere
zum  Teil zelltypspezifische  Heterogenititen in der Zusammensetzung von
Remodellierungsmaschinen, die der gleichen Familie angehoren, aufweisen. Die einzelnen
Familien dieser Proteinkomplexe werden anhand ihrer ATPase-Untereinheit klassifiziert,
wohingegen die diversen Familienmitglieder durch das Vorhandensein der fiir sie
spezifischen Untereinheit(en) gekennzeichnet sind. Alle diese Enzyme gehoren zur
SNF2-Subgruppe der DEAD/H-Box-Familie von Nukeinsdure-stimulierten ATPasen. Da
Mitglieder der SNF2-Familie bei vielen unterschiedlichen zelluldren Prozessen, wie
homologe Rekombination (Rad54-Protein), DNA-Reparatur (ERCC&/CSB-Protein),

Schwester-chromatidsegregation (Hrp1-Protein) und
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Aufrechterhaltung des DNA-Methylierungsstatus (ATRX-Protein, Lsh-Protein) eine Rolle
spielen (Fyodorov und Kadonaga, 2001), kann hier nur auf die fiir die Transkription
relevanten Vertreter eingegangen werden.

Die ATP-abhingige Remodellierung von Nukleosomen kann als ein erster Schritt bei
genregulatorischen Vorgidngen Dbetrachtet werden, welcher der Bindung vieler
Transkriptionsfaktoren an die DNA vorangeht. Es gibt allerdings auch Aktivatoren, wie Gal4,
HNF3 oder nukleire Hormonrezeptoren, die ohne die Hilfe dieser ATPasen in der Lage sind
an DNA zu binden. An dieser Stelle ist es auch wichtig darauf hinzuweisen, daf
Chromatinremodellierung per se die Transkription positiv und negativ regulieren kann. Dies
liegt in der Natur der Enzyme, deren Eigenschaft es ist, Uberginge zwischen verschiedenen
Chromatinzustinden (unterschiedlicher Struktur) durch eine Herabsetzung der Energiebarriere
zu katalysieren, was eine Entscheidung dariiber ausschlieft, ob der neue Zustand nun
aktivierend oder reprimierend ist. Dieser Entschlufl wird sehr wahrscheinlich durch Bindung
von Transkriptionsfaktoren bzw. durch die Ausbildung spezifischer DNA-Strukturen an den
Promotoren von Genen gefalit (Liu ef al., 2001c). Man unterscheidet zur Zeit drei Familien
von Remodellierungsenzymen, welche gut untersucht sind, wobei sicherlich zahlreiche
weitere noch nicht charakterisierte Spezies in den Zellen der Metazoa existieren. Erstere sind
die Swi2-, die ISWI- sowie die Mi-2/CHD-Familie. Die Einteilung beruht sowohl auf
Homologiebeziehungen basierend auf der Aminosduresequenz, als auch aufgrund
funktioneller Unterschiede. Mitglieder der Swi2-Familie besitzen stets eine Bromodomine
(Abschn. 1.4.2.), die Mi-2-Enzyme weisen Chromodominen (Abschn. 1.4.2.) und PHD-
Finger (Aasland et al., 1995; Aasland und Stewart, 1995) auf, wohingegen fiir ISWI-ATPasen
das Vorhandensein einer SANT-Domine (Aasland et al., 1996) kennzeichnend ist (Léngst
und Becker, 2001; Peterson, 2000).

Den Prototyp dieser Enzymklasse stellt die Swi2/Snf2-ATPase der Bickerhefe dar, welche
urspriinglich in zwei genetischen ,,Screens* identifiziert wurde (daher der Doppelname).
Mutationen in den SNF (,,sucrose non-fermenting*)-Genen hatten Defekte in der SUC2-
Expression zur Folge, dessen Genprodukt fiir das Wachstum von S. cerevisiae in Medien,
welche Sucrose- bzw. Raffinose als einzige Kohlenstoffquelle bereitstellen, wichtig ist.
Ahnliche Mutationen in den SWI (,switching defective*)-Genen resultierten in einem
Abschalten der Expression des HO-Gens, welches fiir die Umschaltung des Paarungstyps im
Fortpflanzungszyklus der Hefe essentiell ist (Sudarsanam und Winston, 2000). Die
Swi2/Snf2-ATPase ist die enzymatische Komponente des Hefe Swi/Snf-Komplexes, der
in vitro in der Lage ist, Nukleosomen auf der DNA zu verschieben, DNA-Schlaufen sowie
Torsionsspannung im Chromatin zu induzieren, sowie Histonoktamere von einem DNA-
Molekiil auf ein anderes zu transferieren. Kennzeichnend sind auBlerdem, dal3 die Aktivitét
nicht essentiell von der Anwesenheit der Histonfortsitze abhingt und die ATPase-Funktion
bereits durch ,,nackte’ DNA stimuliert wird.
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Die Bickerhefe besitzt dariiber hinaus noch eine zweite ATPase (Sthl), die homolog zu
Swi2/Snf2 ist, und die enzymatische Komponente des Rsc-Komplexes (Lorch et al., 2001)
reprasentiert. Die zelluldre Funktion von Swi/Snf in der Hefe, abgesehen von der Regulation
der induzierbaren Gene SUC2 und HO, war lange Zeit unklar, neuere Studien deuten aber
darauf hin, daB3 der Swi/Snf-Komplex fiir die Transkription bestimmter Gene wéhrend der
Mitose wichtig ist, indem er eine Acetylierung der Histonfortsitze durch Gen5 in der
kompakten Chromatinstruktur mitotischer Chromosomen erlaubt (Krebs et al., 2000).
Biochemische Untersuchungen in Embryoextrakten aus Drosophila fiihrten zur Entdeckung
des so bezeichneten Brahma-Komplexes, der neben zahlreichen anderen Proteinen (BAPs)
die Trithoraxproteine (Abschn. 1.3.2.2.) Brahma (ATPase), Osa und Moira enthélt, und
ortholog zum Hefe Swi/Snf-Komplex ist. Wahrscheinlich besitzt Drosophila eine zweite
ATPase (Kismet) aus der Trithorax-Gruppe, die Bestandteil einer Remodellierungsmaschine
sein konnte (Muller und Leutz, 2001).

Auch Siugerzellen enthalten zwei Swi2/Snf2-orthologe ATPasen, und zwar Brgl (,,Brahma
related gene 1) und Brm (,,Brahma-like*). Die beiden Proteine sind in ca. 70% ihrer
Primérstruktur identisch, allerdings ist Brgl, im Gegensatz zu Brm, essentiell fiir die
Embryonalentwicklung der Maus (Bultman et al, 2000) und die zelluldre Integritit der
embryonalen Krebszellinie F9 (Sumi-Ichinose et al., 1997). Der funktionelle Unterschied
spiegelt sich auch in der proteinchemischen Analyse der Swi/Snf-dhnlichen Komplexe in
Mammalia wieder. Wihrend der humane BAF-Komplex sowohl Brm als auch Brgl als
ATPase-Untereinheit aufweisen kann, besitzt der PBAF-Komplex ausschlieBlich Brgl als
enzymatische Komponente. Die beiden Komplexe unterscheiden sich auch noch in weiteren
Bestandteilen. BAF enthélt zusitzlich das Hefe-Swil/Drosophila-Osa-Ortholog BAF250,
wihrend PBAF exklusiv das Polybromoprotein BAF180, das homolog zum Rsc-Protein Rscl
ist, als Untereinheit besitzt (Ubersichtsartikel: Klochendler-Yeivin et al., 2002). BAF ist
daher sehr wahrscheinlich der humane Swi/Snf-Komplex, wohingegen PBAF vermutlich
ortholog zu Rsc ist (Nie et al., 2000; Xue et al., 2000). Ein echter biochemisch-funktioneller
Unterschied zwischen BAF und PBAF konnte kiirzlich in einem in-vitro-Chromatin-
Transkriptionssystem demonstriert werden (Lemon et al., 2001). Dariiber hinaus gibt es auch
Hinweise, daBl noch weitere Brgl- bzw. Brm-enthaltende Remodellierungskomplexe
existieren, die zusidtzlich HDACs als weitere enzymatische Bestandteile in sich tragen
(Klochendler-Yeivin et al., 2002).

Histondeacetylasen (HDAC1, HDAC2) sind zudem integrale Bestandteile der Mi-2/CHD-
enthaltenden Komplexe Mi-2 (Xenopus laevis) und NuRD (Drosophila, Siduger), bei denen
man annimmt, da} die Remodellierungsfunktion direkt fiir eine Erhdhung der Zuginglichkeit

von kompakten Chromatinstrukturen fiir die HDACs verwendet wird (Ayer, 1999).
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Die Mi-2-ATPase wurde urspriinglich als Autoantigen bei der Krankheit Dermatomyositis
identifiziert. Computeranalysen hatten zunichst die Prisenz zweier Chromodoménen, einer
Helikase (irrtlimlich)- und einer DNA-Bindungsregion vorhergesagt, daher der alternative
Name CHD. Die Anwesenheit von MBD (,,methyl-CpG dinucleotide-binding domain-
containing*‘)-Proteinen in den NuRD-Priparationen aus menschlichen Tumorzellinien bzw.
Oocytenextrakten des Krallenfrosches, gibt Grund zu der Annahme, da3 die Wirkung der
Mi-2-Remodellierungsmaschinen mit der Methylierung von DNA und damit mit dem
Stillegen von Chromatinabschnitten verbunden sein konnte (Muller und Leutz, 2001).

Mitglieder der Familie der ISWI (,,imitation SWitch*)-Komplexe findet man sowohl in der
Biéckerhefe als auch in Metazoen. Prominente Vertreter sind NURF (,,nucleosome-remodeling
factor”), CHRAC (,,chromatin assessibility complex*) und ACF (,,ATP-utilizing chromatin
assembly and remodeling factor) in Drosophila, sowie ISW1 und ISW2 in §. cerevisiae.
Genauso wie die Hefe (ISWI1 und ISWI2) besitzen auch humane Zellen zwei ISWI-
Homologe, die Snf2h bzw. Snf2L genannt werden. WCRF/hACF, hCHRAC und RSF
(,,yemodeling and spacing factor”) wurden im menschlichen System identifiziert. Fiir NURF
und RSF konnte in vitro ein positiver Effekt auf die Transkription in Verbindung mit Gal4-
Aktivatorfusionen gefunden werden, in-vivo-Analysen in Drosophila hingegen weisen auf
eine cher unspezifische Rolle der ISWI-Remodellierungsmaschinen in der Genregulation hin.
Dafiir spricht auch, dal in der Embryonalentwicklung der Taufliege RNA-Polymerase II und
ISWI auf polytdinen Chromosomen nicht colokalisieren. Allen ISWI-Komplexen gemein ist
die Eigenschaft Chromatin fiir DNA-bindende Proteine zuginglich zu machen. CHRAC
vermittelt dabei eine dquidistante Positionierung von Nukleosomen, wihrend NURF eine

irregulidre Anordnung der Nukleosomen fordert (Langst und Becker, 2001).

1.5. Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit war es nun zum einen Polypeptide zu identifizieren, die mit der molekular
bis dato nicht charakterisierten PC2-Aktivitdt (Abschn. 1.2.7.) coeluieren, sowie funktionell
korreliert sind. Zum anderen sollte ein zellfreies in-vitro-Testsystem etabliert werden, das es
ermoglicht PC2-assoziierte Cofaktoren schnell und einfach auf ihre Transkriptionsfunktion
hin zu untersuchen. Dabei sollte das Verfahren der Depletion von Kernextrakten fiir die zu
testenden Komponenten unter Verwendung spezifischer Antikérper zum Einsatz kommen.
Ein weiterer Schwerpunkt sollte die Aufkldrung des funktionellen Proteoms der
Aktivierungsdomine des Modellaktivators VP16 (Abschn. 1.2.5.2.) sein, was letztlich ein

verbessertes Verstidndnis von Aktivatoren und damit von Cofaktoren zur Folge haben sollte.
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2.1. Gerite und Hilfsmittel

AKTA

Agarosegelelektrophoreseapparaturen

Analysewaagen
Autoradiographiekassetten

Chromatographiesdulen (vorgepackt)

Confocales Lasermikroskop
Direct Imager
EconoGradient-System
ELISA-Reader
Entwicklermaschine

Elektroblot-Apparatur (semi-dry)
Elektroporationsapparatur (Gene Pulser)

FPLC

Gefrierschrinke
Geigerzihler
Geldokumentationssystem
Geltrockner

Heizblocke

Heizriihrgerite
Homogenistator
Hybridisierungsofen
Inkubatoren (Brutschréinke)

Konduktometer
Kiihlschranke
Leersdulen
Lichtmikroskop
Lumat

Magnetic Beads
Magnetriihrer
NafBblotapparatur
PCR-Thermocycler

pH-Meter
Pipetten
Pipettierhilfe

Amersham Pharmacia Biotech (APC)
BioRad

SPB55, SPB63, Scaltec

Appligene, APB

Mini S PC3.2/3, Mono S PC1.6/5,
Mono Q PC1.6/5, Mono S HR5/5,
Mono Q HR5/5, Superdex 75 HR 10/30,
Phenyl-Superose PC1.6/5, uRPC C2/18 PC3.2/3
Superose 6 PC3.2/30, Superose 12 PC3.2/30 von
Amersham Pharmacia Biotech (APC)
Bio-Gel TSK DEAE-5 PW (75X7.5 mm), BioRad
Leica

Instant Imager, Packard

BioRad

Lambda F, MWG-Biotech
Hyperprocessor, APB

BioRad

Typ 1652077, BioRad

APB

HFU686, HFU 630, Heracus

LB122, Berthold

Eagle Eye II, Strategen

Slab Gel Dryer, Modell GD2000, Hoefer
Eppendorf-Thermostat 5320

RCT basic, IKA Labortechnik

Douncer, Wheaton

Uniequipe 6/12

Forma Scientifique

Heraeus B6200

Typ 703, Knick

Liebherr

Econo, BioRad

Axiovert 25, Zeiss

Typ LB 9501, Berthold

MagneSphere, Promega

REO, IKAMAG

BioRad

Robocycler, Strategen

GeneAmp 2400, Applied Biosystems
GeneAmp 5700, Applied Biosystems

T Gradient, Biometra

Calimatic 760, Knick

Gilson Pipetman P2, P20, P200, P1000
Pipetus-akku, Hirschmann
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Photometer

Pumpe
ReaktionsgefaBschiittler
Roller Mixer

Rotoren

Sédulenmaterial

Schiittelinkubator
Schiittelwasserbad
SDS-PAGE-Apparaturen
SMART-System
Sonifikator
Spannungsgeréte

Spinnergefalie
Sterile Werkbank
Stickstofftank
Szintillationszéhler
Taumler

Tischautoklav
Uberkopfschiittler
Ultrazentrifugen
UV-Illuminatoren
Vakuumkonzentrator
Verstirker-Folie
Vortex

Wasserbdder
Zentrifugen

Beckman DU-640 Spektrophotometer

Modell P1, APB

Thermomixer 5437 u. 5438, Eppendorf

Typ SRT1, Stuart Scientifique

SS34, GSA, GS3, SLA-1500, SLA-300,

SA600 von Sorvall

50.2 Ti, 70.2 Ti von Beckman

Heparin Sepharose CL-B, Protein G Sepharose FF,
Protein A Sepharose FF, Blue Sepharose CL-6B,
Glutathionsepharose 4B, Chelating Sepharose FF
von APC

Nickel-NTA-Agarose, Qiagen

DEAE-Cellulose DE52, Phosphocellulose P11 von
Whatman

Bromcyan-aktivierte Sepharose 4B, Streptavidin-
Agarose von Sigma

Fractogel EMD 650 (M) COO" , Merck

Biorex 70, BioRad

Innova 4400, Innova 4430, New Brunswick Scient.
Typ 1083, GFL

Hoefer

APB

Branson Sonifier, Modell 250-D

EPS 3500, APB

PS250-2, Sigma

PowerPAC 200, PowerPAC 3000, BioRad

EPS 2A200, Hoefer

E734, Consort

Witeg, Wheaton

Typ UVF 6.12 S, BDK

Typ XLC-230, MCE Cryogenics

Beckman LS 6000 TA

Polymax 1040, Heidolph

KS250, IKA Labortechnik

Typ 3011, GFL

MELAG

REAX2, Heidolph

L7, L8-M von Beckman

Bachofer (254 nm, 366 nm)

RVC2-18 mit Kiihlfalle CT02-50, Christ

Gel Intensifying Screen, Kodak

Vortex Genie, Bender & Hobein

Thermo C10, Haake

J6 MC, Beckman

Multifuge 3 L-R, Varifuge 3.0R,

Biofuge 28RS von Heraeus

Tischzentrifuge EBA 3S, Hettich

Zentrifuge 5417, 5415R, Eppendorf

2K 15, Sigma

5B Plus, Sorvall

5C Plus, Sorvall
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2.2. Molekularbiologische Hilfsmittel und Verbrauchsmaterial

DC-Plastikfolien, PEI-Cellulose F, 20 x 20 cm
DC-Plastikfolien, Kieselgel 60W F,s,S, 20 x 20 cm
Dialysefilter (0.025 um Porendurchmesser)
Dialyseschlauche (Viking, MWCO 15 kDa)

ECL Western Blot Kit

Einwegplastikmaterial

Filme

Gel Drying Kit

Gelfiltrationssdulchen (G-25)

Gelfiltrationssaulchen (MicroSpin S-200)
Gewebekulturplatte (96-Loch), Microtest 111, Falcon 3075
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
Luciferase Assay System

Sephadex G-50 (Nick column)
Nitrocellulosemembran (0.45 um Porendurchmesser)
Nitrocelluloserundfilter (BA85)

Nucleobond AX Plasmid DNA Kit

Nylonmembran (Hybond Plus)

Oligotex Direct mRNA mini Kit
PCR-Reaktionsgefafle

pH-Indikatorpapier (Neutralit pH 5-10)
PVDF-Membran (Transblot)

Silent Screen Plate (96-Loch), w/Nylon, 66 Biodyne B
Membrane Btm N/Str PS, 0.45 pm Pore
Silikonisierte Plastikreaktionsgefaf3e, 1.7 ml, prelubricated
Silver Staining Kit: plusone

Sterilfilter (Millex-GP, 0.22 pum)
Ultrafiltrationseinheit (MWCO 30 kDa)
Ultrafiltration-Filtereinheit (MWCO 10 kDa)
Ultrafree-Filtereinheit (0.45 um Porendurchmesser)
Whatman 3MM Papier

Zellkulturflaschen, Nunclon Surface

2.3. Chemikalien und Biochemikalien

Aceton

Acetonitril

Acrylamid

Acrylamid-/Bisacrylamidldsung 40% (Rotiphorese Gel 40)
Acrylamid-/Bisacrylamidlosung 30% (Rotiphorese Gel 30)
Acrylamidlosung 30% (Rotiphorese Gel A)

Actinomycin D

Agarose

o-Amanitin

Ammoniak

Ammoniumchlorid

Merck

Merck

Millipore

Roth

NEN

Greiner, NUNC
X-OMAT, BioMax von Kodak
Promega

APB

APB

Becton Dickinson
APB

Promega

APB

BioRad

Schleicher & Schiill
Macherery & Nagel
APB

Qiagen

Biozym

Merck

BioRad

Nunc

Sorenson Bioscience Inc.
APB

Millipore

Amicon

Millipore

Millipore

Bender & Hobein

Nalge Nunc International

Merck
Fluka
BioRad
Roth

Roth

Roth
Sigma
Gibco BRL
Sigma
Riedel-de Haén
Merck
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Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin

AMPPNP

Aprotinin

ATPyS

8-Aza-Guanin (50x), A-5284

Bacto Agar

Bacto Trypton

Bacto Yeast Extract

Benzamidin

Bisacrylamidlosung 2% (Rotiphorese Gel B)
Borat (Natriumsalz)

Borsédure

Bradford-Reagenzldsung
5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranosid (X-Gal)
5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-phosphat (BCIP)
Bromphenolblau

n-Butanol

BSA acetyliert (20 mg/ml Losung)
Calciumchlorid

Camptothecin

Carbenicillin

Chloramphenicol

Chloroform

Citronenséure
Citronenséuremonohydrat
Coomassie Brilliant Blue G-250
Coomassie Brilliant Blue R-250
Deoxycholat
Deoxyribonukleosidtriphosphate
Dichlordimethylsilan
Dimethylformamid
Dimethylpimelimidat
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol (DTT)
DMEM-Medium (high glucose)
Einzelstrang-DNA-Agarose

Eisessig

Ethanol

Ethanolamin

Ethidiumbromid
Ethylendinitrilotetraessigsdure (EDTA)
Ethylenglycol-bis-(2-aminoethyl)-tetraessigsdure (EGTA)
Ethylenglycol

Etoposid

Fotales Kélberserum (FCS)

Ficoll

Freund's Adjuvans, komplett, F-5881
Formamid

G418 (Geneticin)

Merck
Merck
Roth
Roche
Roche
Roche
Sigma
Difco
Difco
Difco
Sigma
Roth
Roth
Roth
BioRad
Peqlab
Peqlab
Sigma
Merck
Roche
Merck
Sigma
Roche
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
APB
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Roth
Gibco BRL
Sigma
Merck
Riedel-de Haén
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Serva
Sigma
PAN Systems
Biochrom
Sigma
Merck
PAA Laboratories
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Gelatine 2% Suspension fiir Zellkultur (G1393)

,Glivec (STI571 Abl-Inhibitor)
Glukose

Glutathion

L-Glutaminlésung (200 mM)
Glycerin

B-Glycerophosphat

Glycin

Guanidiniumhydrochlorid

HS8

Harnstoff

HAT Media Supplement (50x), H-0262
HEPES
Hexadecyltriammoniumbromid (CTAB)
HT Media Supplement (50x), H-0137
Hygromycin B

Igepal CA630 (frither NP-40)
Imidazol

Isoamylalkohol

Isopropanol
Isopropyl-f-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)
Joklik-Medium (Festsubstanz)
Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

Kanamycin

Latrunculin B

N-Laurylsarcosin

Leupeptin

Lithiumchlorid

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Manganchlorid

MDE gel solution

Methanol

Methothrexat
N,N’-Methylenbisacrylamid
B-Mercaptoethanol

Mimosin

Mineraldl fiir die PCR

MOPS

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumfluorid
Natriumhydrogencarbonat (Bicarbonat)
di-Natriumhydrogenphosphat

Sigma
Novartis
Merck
Sigma
Gibco BRL
Roth
Sigma
Roth
Merck
Sigma
Roth
Sigma
Biomol
Sigma
Sigma
PAA Laboratories
Sigma
Merck
Merck
Merck
Roche
Gibco BRL
Merck
Merck
Merck
Merck
Roche
Calbiochem
Sigma
Roche
Sigma

Heirler Cenovis GmbH (Radolfzell, D)

Merck
Merck
Merck
Serva (AT Biochem)
Roth
Calbiochem
BioRad
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
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Natriumhydroxid

Natriummolybdat
Natrium-ortho-vanadat

Natriumpyruvat (100x) MEM 100MM
Nickelsulfat

Nitroblautetrazolium (NBT)

Nocodazol

Non essential amino acids MEM (100X)
OMG (3'0O-Methylguanosin)

ONPG (ortho-Nitro-phenyl-B-D-Galaktopyranosid)

Penicillin-/Streptomycinldsung 100X
Pepstatin A
o-Phenylendiamin-Dihydrochlorid Tabletten,
60mg pro Tablette, P-1063
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Phenol (saure Losung)

Phenol (TE-gesittigte Losung)
Phorbolmyristylester (PMA)

Phosphorséure

PIPES

Poly(dAdT)

Poly(dGdC)

Poly(dIdC)

Polyethylenglycol 1500, steril
Polyethylenglycol 4000 (PEG-4000)
Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat (Tween 20)
Ponceau S

Ribonukleaseinhibitor
Ribonukleosidtriphosphate
Rinderserumalbumin Fraktion V
Roti-Phenol/Chloroformlésung (TE-gesittigt)
RPMI 1640-Medium

Rubidiumchlorid

Saccharose

Salzsdure (37%)

Salycilat

Tetracyclin
N,N,N",N’-Tetramethylendiamin (TEMED)
Tetranatriumpyrophosphat
Tosyl-phenylalanyl-chloromethyl-Keton (TPCK)
Trichloressigsdure

Tricin

Trifluoressigséure

Triton-X100
Trishydroxymethyl-aminomethan (Tris)
Trypsininhibitor

Wasserstoftperoxid 30%, Perhydrol
Xylenxyanol

Yeast total RNA

Zinkchlorid

Merck
Sigma
Sigma
Gibco BRL
Merck
Peqlab
Sigma
Gibco BRL
APB
Sigma
Biochrom
Roche
Sigma

Biomol
Roth
Roth
Sigma
Merck
Biomol
Sigma
Sigma
Sigma
Roche
Clontech
Sigma
Sigma
Stratagen
APB
Sigma
Roth
Gibco BRL
Merck
Merck
Merck
Sigma
Roche
Serva
Sigma
Sigma
Fluka
Roth
Fluka
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Serva
Merck



Material

60

2.4. Radiochemikalien

0-(32-P)-CTP
0-(32-P)-dCTP
0-(32-P)-dATP
0-(32-P)-UTP
v-(32-P)-ATP
(14-C)-Acetyl-CoA

2.5. Losungen, Puffer und Kulturmedien

2.5.1. Losungen und Puffer
10 x TBE: 1 M Tris

1 M Borséaure

20 mM EDTA, pH 8.0
10 x TGS: 250 mM Tris
1.92 M Glycin
1 % (w/v) SDS

10 x M9:
30 g KH,PO,
10 g NH,CI
H,0 ad 1000 ml

20 x SSPE: 3 MKCI

200 mM NaH,PO,

20 mM EDTA, pH 8.0

mit 10 M NaOH, pH 7.4

BC-Puffer:

0-2000 mM KCl
20 % (v/v) Glycerin

2.5.2. Medien

LB-Medium (low salt):

39 g NazHPO4 X2 H20

20 mM Tris-HCI, pH 7.3
0.2 mM EDTA, pH 8.0

1 % (w/v) Bacto Trypton

20 x PBS:

20 x SSC:

TE:

10 x TAE:

HEGN-Puffer.

0.5 % (w/v) Bacto Yeast Extract

0.5 % (w/v) NaCl

mit NaOH auf pH 7.5 einstellen

fur Festmedium wurden

1.5 % (w/v) Bacto-Agar zugegeben

APB
APB
APB
APB
APB
APB

160 g NaCl

4 g KCl

23 g Na,HPO, x 2 H,0
4 ¢ KH,PO,

H,0 ad 1000 ml
pH7.2-7.4

3 M NaCl
300 mM Natriumcitrat, pH 7.0 mit HCI

10 mM Tris-HCI, pH 7.5
1 mM EDTA, pH 8.0

48.4 g Tris
11.4 ml Essigsdure
10 mM EDTA, pH 8.0

25 mM HEPES-KOH, pH 7.6
0.2 mM EDTA, pH 8.0
0-2000 mM KCl

10 % (v/v) Glycerin

0.1 % (v/v) Igepal CA630

TBG-Medium: 10.0 g Trypton
5.0 g NaCl
H,0 ad 1000 ml
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LB-Medium (high salt): 1 % (w/v) Bacto Trypton

TBG-M9-Medium:

0.5 % (w/v) Bacto Yeast Extract
1.0 % (w/v) NaCl
mit NaOH auf pH 7.5 einstellen

440 ml TBG
50 ml 10 x M9
0.5 ml 1 M MgSO, (sterilfiltr.)

10 ml 20% (w/v) Glucose (sterilfiltr.)

2.5.3. Antibiotikastammlosungen

TB-Medium:

2x YT-Medium: 16.0 g Bacto-Trypton
10.0 g Yeast Extract

5.0 g NaCl
pH 7.5 mit NaOH

16 g Bacto Trypton

24 g Bacto Yeast Extract
4 ml Glycerin

H,0 ad 900 ml

H,0 ad 100 ml

beide Losungen getrennt auto-

klavieren und nach dem
Abkiihlen vereinigen

Ampicillin 1000x: 100 mg/ml in H,O, steril filtrieren, bei —20° C lagern

Carbenicillin 1000x: 50 mg/ml in Ethanol, steril filtrieren, bei 4° C lagern
Chloramphenicol 1000x: 34 mg/ml in Ethanol, steril filtrieren, bei —20° C lagern

G418 (Geneticin) 100x: 100 mg/ml in sterilem 1x PBS, bei —20° C lagern

Hygromycin B 100x: 100 mg/ml in sterilem 1x PBS, bei —20° C lagern

Kanamycin 1000x: 50 mg/ml in H,O, steril filtrieren, bei —20° C lagern

Tetracyclin 1000x: 20 mg/ml in 50% Ethanol (in H,0), steril filtrieren, bei —20° C lagern

2.6. Enzyme

AMV-Reverse-Transkriptase
Calf intestine phosphatase (CIP, Alkalische Phosphatase)

Casein-Kinase II

DNA-Polymerase I (Kleenow-Fragment)

A-Protein-Phosphatase

Lysozym

Meerrettich-Peroxidase-Avidin D
M-MuLV-Reverse-Transkriptase

Pfu-DNA-Polymerase

Proteinase K

Restriktionsendonukleasen

RNase A
RNase T1

Taq-DNA-Polymerase

T4-DNA-Ligase

USB

MBI Fermentas
Roche

MBI Fermentas
NEB

Sigma

Vector Laboratories Inc, CA, USA
Promega
Stratagen
Roche

MBI Fermentas
NEB

Roche

Roche

MBI Fermentas
MBI Fermentas
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MBI Fermentas

Takara Bioscience, Japan
NEB

T4-Polynukleotidkinase
Topoisomerase I (calf thymus)
Vent-DNA-Polymerase

2.7. Oligodesoxyribonukleotide

Bezeichnung Verwendung Sequenz (5'>°3)
biospl Affinitétssdule Biotin-GCG TGG CCT GGG CGG GAC TGG GCG GGC
GGG CGG
splcomp Affinitéitssdule CCG CCC GCC CGC CCA GTC CCG CCC AGG
C-lessl PCR, "solid phase" Biotin-CTC TCT CTC TAT TGA GAT AAT TTT ATG

ATT

Seq.Primer-40

PCR, "solid phase"

GTT TTC CCA GTC ACG AC

PC4-22-127WT

PCR, Ndel-Schnittstelle

CAT ATG GAC AAA AAG TTA AAG AGG AAG AAG
CAAGITG

PC4mut23-28

PCR-Mutagenese
Ndel-Schnittstelle

CAT ATG GAC GCG GCG TTA GCG AGG GCG AAG
CAAGTTG

PC4mutVKK novo

PCR-Mutagenese

AAA AAG CAA GTT GCT CCA GAA AAA CCT GCA
GCG GCA CAA AAG

PC4mut23,29

PCR-Mutagenese
Ndel-Schnittstelle

CAT ATG GAC GCA AAG TTA AAG AGG AAA GCG
CAAGTITG

PC4mut24 PCR-Mutagenese CAT ATG GAC AAA GAA TTA AAG AGG
Ndel-Schnittstelle
PC4mut28 PCR-Mutagenese CAT ATG GAC AAA AAG TTA AAG AGG GAA AAG
Ndel-Schnittstelle CAAG
KK17 (PC4down) PCR GGA ATT CTC ACA GCT TTC TTA CTG CGT CAT
CTA
crsp70 3* PCR, BamHI-Schnittstelle | CGC GGA TCC TCA GTC CAA GCA GAC
crsp70 5% PCR, EcoRI-Schnittstelle | GGG AAT TCC ATA TGA CAG CGG CTC CG
CRISP70 SIN PCR ATG ACA GCG GCT CCG GCG TCT CCG C
CRISP70 3IN PCR GCA GAC ATA AGG CAG AAT GTT CAA GCG CCC G
hMed7ab_5* PCR, Ndel-Schnittstelle | ATA GGA TCC CAT ATG CCA CAG CAA GTG AGT
GCACTITCCAC
hMed7ab_3* PCR, BamHI-Schnittstelle | CGC GGA TCC TCA TTT TAT ACT CCC AGG GCT
CCT TAT TAA AAT ATC
hMed6_5* PCR, Ndel-Schnittstelle | ATA GGA TCC CAT ATG GCG GCG GTG GAT ATC

CGA GAC

hMed6 3*neu

PCR, EcoRI-Schnittstelle

CCG GAA TTC TCA AAA AAG AAT GGG CTC TTG
AGC ATG

TRAP8O IN5* PCR ATG GGG TGC GTT CTG GGA AAG TTG
TRAP80O IN3* PCR TCA TAG TAG ACA AGG GCT AAGTGC AGA C
TRAP8Opt]l_up PCR, HindIIl- CCC AAG CTT ATG GGG TGC GTT CTG GGA AAG

Schnittstelle

TRAP80ptl _down

PCR, Xhol-Schnittstelle

CCG CTC GAG TCA GAA GTC TCT TTG TAG CTT
GTT TTC
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Bezeichnung

Verwendung

Sequenz (5">'3")

S5*-pepl_dkfz

PCR-Klonierung, 300 bp
Produkt, PAQ cDNA

GAC GAA TAC CTT TCT CTC GTG G

3*-pepl_dkfz

PCR-Klonierung, 300 bp
Produkt, PAQ cDNA

AGT TGC CGT AGA CAC GAC AGC

DG-Notl PCR-Klonierung, Exons 1 | ATA AGA ATG CGG CCG CGG GAA CAG GCA TGG
und 2 von PAQ cDNA
DG-Xho-1000 PCR-Klonierung, Exons 1 | AAT CTC GAG CTT GCG CCT GTG ACA
und 2 von PAQ cDNA
DRIP77ptldown PCR, Xhol-Schnittstelle | CTT TTG TTC GAT GTT TCT CTG AAG GAG CTC GCC
DRIP77ptlup PCR, NofI-Schnittstelle CAT GGC GTG ACG AGA GTG CGC CGG CGT AAG
AAT A
DRIP77ptlldown PCR, Xhol-Schnittstelle | CTC TGA AAG CCC AGG AGT TCG AGA GCT CGC C
DRIP77ptllup PCR, Notl-Schnittstelle CTT GAC AGA CAA CTA GAA CAA AAG CGC CGG
CGT AAG AATA
DRIP77ptllldown PCR, Xhol-Schnittstelle | CGT GAA TCG GGA ACA GAT GAT GAG CTC GCC
DRIP77ptllTup PCR, Notl-Schnittstelle GAA CTC CTG GGC TTT CAG AGT ACG CCG GCG

TAA GAATA

rep9cassette _upl

Insertionskassette

CAC CAT GGA CTA CAA AGA CGA TGA CGA CAA
GGG C

rep9cassette_up2

Insertionskassette

GGC CGC GGA TCC CTC GAG AGC GGC CAC CAC
CAC CACCACCACTGA

rep9cassette_downl

Insertionskassette

GAT CTC AGT GGT GGT GGT GGT GGT GGC CGC
TCT CGA GGG ATC CGC

rep9cassette_down2

Insertionskassette

GGC CGC CCT TGT CGT CAT CGT CTT TGT AGT
CCA TGG TGG TAC

Gless_30 Primer-Extension, GAT GGA GGA AGG GTA TGG AGG
Vektoren mit G-freier
Kassette

G-less new Primer Extension, GAT TTG GGA AAT ATA GAA GAA GGA GAG
Vektoren mit G-freier
Kassette

pGL2 Primer-Extension, pGL- | CTT TAT GTT TTT GGC GTC TTC CA
Vektoren

pGL3 Primer-Extension, pGL- | GCC TTA TGC AGT TGC TCT CCA G
Vektoren

mMpl03ATG- PCR-Klonierung, Maus CGA ATT CGA TGG TCC CCG GAT CCG AA

EcoRI pl03

mMp103-930-Xbal

PCR-Klonierung, Maus
pl03

GCT CTA GAT CAC TCC ACA GCA TTC TGC GC

PC6_ndel-up

PCR-Klonierung,
humanes p103

GGA ATT CCA TAT GGT CCC CGG GTC CG

hp103-Ende-EcoRI

PCR-Klonierung,
humanes p103

CGA ATT CTT ACT TCC CAG GAG CACTTG

pl03_5* up

PCR-Klonierung,
humanes p103

ATG GTC CCC GGG TCC GAG GGC
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Bezeichnung Verwendung Sequenz (5">'3")
p103hm6_down PCR-Klonierung, GGA ACT GGA CCA TCC TTG AGT TCC G
humanes p103

pIZ upper

Sequenzierungs-Primer
fiir pIZV5His

CAG CAT CTG TTC GAA TTT AAA GCT TGG

GST-Sequenz-

Sequenzierungs-Primer

GCC TTT GCA GGG CTG GCA AGC

Primer fiir pGEX-Vektoren

(APB)
M13-Primer Helikaseassay GTT TTC CCA GTC ACG AC
(Seq.-40)

Tab. 6: Verwendete Oligodesoxyribonukleotide. Die beschriebenen Oligodesoxyribonukleotide wurden von MWG-Biotech
(Ebersberg) bzw. Dr. G. Arnold (Genzentrum der LMU, Miinchen) bezogen.

2.8. Plasmide

M13mp19(+)strand-DNA

pUCI19
pBluescript II KS+
pREP9
pREP9der cassette
pcDNA3.1
pETl11a
pET11d
pET16b
pGSTpar3
pMLIN4
pHIV-WT
pPMLC2AT
pMRGS5
pMLAS3
pML5xGal
pGLCD45xGal
pGLMRGS5
pIZV5His
pGEX-4T
pGEX-B

pDR2

pTAdV

Gibco BRL

Stratagen

Stratagen

Invitrogen

Derivat von pREP9, diese Arbeit
Invitrogen

Novagen

Novagen

Novagen

(Sheffield et al., 1999)
(Stelzer et al., 1994)
(Meisterernst ef al., 1991)
(Sawadogo und Roeder, 1985)
(Kretzschmar et al., 1994a)
(Meisterernst et al., 1991)

(Ge und Roeder, 1994a)
(Halle et al., 1997)

(Ikeda et al., 2002)

Invitrogen

APB

Derivat von pGEX-4T, M. Meisterernst
Clontech

Clontech
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2.9. Peptide

CPG (TFlIA): H,N-CPQVIVIDSKLIQHMNASNM-OH Dr. H. Stunnenberg, NL
CRSP70-IIS (aa 49-64): AcO-EETRLGKLINDVRKK(C)-OH Advanced ChemTech, D
CRSP70-NC (aa 142-156): AcO-DRLGSRKRRGDQRDFG(C)-OH  Advanced ChemTech, D
HA-Peptid: H,N-MM)YPYDVPDYA-OH Roche

Flag-Peptid: H,N-(M)DYKDDDDK-OH Dr. G. Arnold, Miinchen
VCI/p103 (N-Terminus, DE99490): H,;N-MVPGSEGPARAGSV(C)-OH Eurogentec, Briissel
PAQ (N-Terminus, DE99525): H,;N-MDVSGQETDWRSTAF(C)-OH Eurogentec, Briissel

2.10. Bakterienstimme

Stamm Genotyp Referenz
DH5a F, endAl, hsdR17 (v, my), supE44, thi-1, recAl, gyrA96  (Hanahan, 1985)
(Nal®), deoR, A(lacZY A-argFU169), $808lacA(lacZ)M15
SURE A(hsdRMS, mcrA, merB, mrr, endAl, supE44, thi-1, Stratagen

gyrA96, relAl, recB, recl, sbcC201, umuC, uvrC, Tn5
(Kan®), lac [F'proAB, lacl"ZAM15, Tn10 (Tet")]
MC1061 F, araD139, DE(araA-leu)7697, DE(codB-lacl)3, galK16, (Casadaban und Cohen,
galE15, LAM, el4", mcrA0, relAl, rpsL150(Str™), spoT1,  1980)
mcrB9999, hsdR2

K802 galK2, galT22, hsdR2 (r, my), lacY1, mcrA’, merB, Clontech
metB1, mrr’, supE44

AM1 endAl, gyrA96, hsdR17, recAl, relAl, supE44, thi-1, Clontech
F'[lac%, lac2", proAB'], pcltsCRE3

BL21 (DE3) F, ompT, lon’, hsdSg (15", my"), gal, dem, A (DE3) (Studier und Moffatt,

1986)

BL21 (DE3) pLysS  F, ompT, lon’, hsdSg (rg, mg’), gal, dem, . (DE3), (Studier und Moffatt,
pLysS (Cm®) 1986)

BL21 (DE3) Codon F, ompT, lon’, hsdSg (15", mg’), gal, dcm, ) (DE3), endA, Stratagen

Plus-RP Hte[argU, proL, Cm"]

C43 (DE3) F', ompT, lon’, hsdSg (15", mp’), gal, dem, ) (DE3), weitere  (Miroux und Walker,
noch nicht kartierte Mutationen (BL21-Derivat) 1996)

BL21 (DE3) STAR  F, ompT, lon’, hsdSg (15, mg’), gal, dem, . (DE3), rnel31  Invitrogen

XL1Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, (Yang, 1992)

lac[F proAB, lacl"ZAM15, Tn10 (Tet®)]

Tab. 7: Laborstimme von Escherichia coli (E. coli). Die Stimme DH5a, SURE, MC1061 und XL1Blue eignen sich fiir
Klonierungen, da der RecA-Rekombinationsweg und endogene Restriktionsenzyme ausgeschaltet sind. Aulerdem erlauben
die Stimme DHSa, SURE und XL1Blue das ,.blue-white-screening®. E. coli K802 wird zur stabilen Vermehrung von A-
Vektoren verwendet (Herstellung und Amplifikation von Genbanken). Der Stamm AM]1 dient zur in-vivo-Rekombination
mittels Cre-Rekominase. Die BL21-Derivate finden bei der heterologen Proteinexpression in E. coli Verwendung,

insbesondere flir Vektoren, die einen T7-Promotor aufweisen.
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2.11. Eukaryontische Zellinien

HeLa-Zellen: humanes Cervix-Karzinom

Jurkat-J6-Zellen: humane Leukdmie T-Zell-Lymphoblasten

SW13-Zellen: humane Adenokarzinomzellen (adrenaler Cortex)

F9-Zellen: transformierte murine embryonale Stammzellen aus Testis

XP-t3-Zellen: transgene murine Fibroblastenzellen, die rekombinantes p89 (XPB) exprimieren (Winkler et al.,
1998)

293T-Zellen: transformierte primédre humane embryonale Nierenzellen

12CAS5-Zellen: Maus-Hybridomazellen, die anti-HA-Antikérper sezernieren

A8w(q16.1-Zellen: Maus-Hybridomazellen, die anti-CTD-Antikdrper sezernieren

2.12. Antikorper

Primérantikorper:
anti-poly(Q) 1F8 Maus H.Th.M. Timmers, Utrecht
anti-PAQ 1H7 Ratte E. Kremmer, Miinchen
anti-PAQ (N-T., DE99525) SA7454 Kaninchen Eurogentec, Briissel
# SA7453 Kaninchen Eurogentec, Briissel
anti-PAQ 6C9 Ratte E. Kremmer, Miinchen
anti-CBP (HAT) 6D6 Ratte E. Kremmer, Miinchen
# 1C8 Ratte E. Kremmer, Miinchen
anti-hMed7 3E12 Ratte E. Kremmer, Miinchen
# 1G1 Ratte E. Kremmer, Miinchen
# 2A6 Ratte E. Kremmer, Miinchen
anti-TP (LMP1) 14B7 Ratte E. Kremmer, Miinchen
anti-HA 1F10 Ratte E. Kremmer, Miinchen
anti-HA 12CAS Maus Eigenproduktion
anti-NC2o 4G7 Ratte E. Kremmer, Miinchen
anti-NC2o 6G8 Ratte E. Kremmer, Miinchen
anti-CTD A8wql6.1 Maus Eigenproduktion
anti-GST 6G9 Ratte E. Kremmer, Miinchen
anti-CPG 6B4 Ratte E. Kremmer, Miinchen
# 3A2 Ratte E. Kremmer, Miinchen
# 7G7 Ratte E. Kremmer, Miinchen
# 1D5 Ratte E. Kremmer, Miinchen
anti-VCI/p103 9C2 Ratte E. Kremmer, Miinchen
anti-VCI/p103 (N-T., DE99490) SA7387 Kaninchen Eurogentec, Briissel
# SA7493 Kaninchen Eurogentec, Briissel
anti-hRPBI1 sc-899 (N-20) Kaninchen Santa Cruz Biotechnol.
anti-CTD (Phospho-Ser2-Epitop) HS5 (IgM) Maus HISS-Diagnostics/Babco
anti-CTD (Phospho-Ser5-Epitop) H14 (IgM) Maus HISS-Diagnostics/Babco
anti-Brm sc-6450 (N19) Ziege Santa Cruz Biotechnol.
anti-Brgl sc-8749 (N-15) Ziege Santa Cruz Biotechnol.
# sc-10768 (H88) Kaninchen Santa Cruz Biotechnol.
anti-BAF170 sc-9744 (C-19) Ziege Santa Cruz Biotechnol.
anti-Inil sc-9749 (N-20) Ziege Santa Cruz Biotechnol.

anti-PCAF sc-8999 (H-369) Kaninchen Santa Cruz Biotechnol.
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anti-TRRAP
anti-ING1
anti-hGen5
anti-hSpt3
anti-SAP130
anti-p300
anti-TRAP100
anti-TRAP95
anti-TRAP150a
anti-TRAP220
anti-TRAP240
anti-CRSP77
anti-CRSP70
anti-DRIP130
anti-DRIP150
anti-hMed6
anti-Cdk8
anti-Cyclin C
anti-PC1/PC4
anti-TAF;30
anti-TAF;80
anti-TAF;100

#
anti-TBP

#
anti-Cdk9 (Pitarle)
anti-hSpt16
anti-RAP74
anti-TFIIEa
anti-TFIIB
anti-Cdk7
anti-Cyclin H
anti-XPB (p89)
anti-TFIIH (p62)
anti-Topoisomerase 11

#

sc-5405 (T-17)
sc-7566 (C-19)
2GC-2Cl11
1SP-2C10
1YO-1B10
cs-584 (N-15)

sc-5366 (N-16)
sc-5378 (N-18)

sc-8998 (M-255)

sc-5369 (Y-19)
sc-9428 (S-19)
sc-9426 (T-20)

sc-9433 (E-20)
sc-1521 (C-19)
sc-1061 (T-19)

6TA-2B11
25TA
12TA-2D2
ITA-1C2

sc-421 (58C9)
sc-7331 (L-19)
sc-5915 (C-21)
sc-234 (N-16)
sc-237 (C-17)
sc-225 (C-17)
sc-529 (C-19)
sc-855 (FL323)
sc-293 (S-19)

(Ab-1)

RB-117-P1 (Ab-1)

anti-CALIF #8441
anti-p52 #N462
anti-Snf-2L

anti-HIRA C190 AFB
anti-Flag M2
Sekundirantikorper:

Maus anti-Ratte 1gG-L kappa (TIB172, RG7/7.6.HL)
Esel anti-Ziege 1gG (sc-2022)

Esel anti-Ziege 1gG (sc-2022)

Ziege anti-Maus 1gG H+L (S3721)

Ziege anti-Kaninchen 1gG Fc (S3731)

Ziege anti-Ratte 1gG H+L (S3831)

Ziege anti-Kaninchen 1gG H+L (W4011)

Ziege
Ziege
Maus
Maus
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Ziege
Ziege
Kaninchen
Ziege
Ziege
Ziege
Kaninchen
Kaninchen
Ziege
Ziege
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Maus
Maus
Maus
Kaninchen
Maus
Ziege
Ziege
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Maus

nicht konjugiert
HRP-Konjugat
AP-Konjugat
AP-Konjugat
AP-Konjugat
AP-Konjugat
HRP-Konjugat

Santa Cruz Biotechnol.

Santa Cruz Biotechnol.

Dr. L. Tora, Illkirch-Strasbourg
Dr. L. Tora, Illkirch-Strasbourg
Dr. L. Tora, Illkirch-Strasbourg
Santa Cruz Biotechnol.

Dr. R. G. Roeder, New York
Santa Cruz Biotechnol.

Santa Cruz Biotechnol.

Santa Cruz Biotechnol.

Santa Cruz Biotechnol.

Santa Cruz Biotechnol.

Santa Cruz Biotechnol.

Dr. L. P. Freedman, New York
Dr. L. P. Freedman, New York
Santa Cruz Biotechnol.

Santa Cruz Biotechnol.

Santa Cruz Biotechnol.
Eigenproduktion

Dr. L. Tora, Illkirch-Strasbourg
Dr. L. Tora, Illkirch-Strasbourg
Dr. L. Tora, Illkirch-Strasbourg
Dr. L. Tora, Illkirch-Strasbourg
Dr. R. G. Roeder, New York
Santa Cruz Biotechnol.

Santa Cruz Biotechnol.

Santa Cruz Biotechnol.

Santa Cruz Biotechnol.

Santa Cruz Biotechnol.

Santa Cruz Biotechnol.

Santa Cruz Biotechnol.

Santa Cruz Biotechnol.

Santa Cruz Biotechnol.
Eigenproduktion

Calbiochem

NeoMarkers, Freemont-CA/USA
H.Th.M. Timmers, Utrecht

Dr. H. Ge, Bethesta

Dr. R. G. Roeder, New York
Dr. P. Scambler, London
Sigma

E. Kremmer, Miinchen
Santa Cruz Biotechnol.
Santa Cruz Biotechnol.
Promega
Promega
Promega
Promega
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Ziege anti-Maus 1gG H+L (W4021) HRP-Konjugat
Ziege anti-Ratte 1gG u. IgM H+L (112-035-068) HRP-Konjugat
Esel anti-Ziege 1gG H+L (705-035-147) HRP-Konjugat

Monoklonale Antikérper zur Determination der IgG-Subklasse:

Maus anti-Ratte 1gG2c¢ nicht konjugiert
Maus anti-Ratte IgM Biotinyliert
Maus anti-Ratte 1gG-L kappa (TIB172, RG7/7.6.HL) Biotinyliert
Maus anti-Ratte 1gG1 Fc'(TIB170, RG11/39.4) Biotinyliert
Maus anti-Ratte 1gG2a Fc¢'(TIB173, RG7/1.30) Biotinyliert
Maus anti-Ratte 1gG2b Fc'(TIB174, RG7/11.1) Biotinyliert

2.13. Liangenstandards

2.13.1. DNA-Langenstandards

*1 kb DNA-Leiter (GeneRuler), MBI Fermentas

Promega
Dianova (Jackson Labs.)
Dianova (Jackson Labs.)

Sigma Immunochem.
Zymed

E. Kremmer, Miinchen
E. Kremmer, Miinchen
E. Kremmer, Miinchen
E. Kremmer, Miinchen

Fragmentlédngen in bp: 10 000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250

« 1 kb DNA-Leiter, Gibco BRL

Fragmentlédngen in bp: 12 216, 11 198, 10 180, 9162, 8144, 7126, 6108, 5090, 4072, 3054, 2036, 1636, 1018,

506, 517, 396, 344, 298, 220, 201, 154, 134, 75

+100 bp DNA-Leiter (GeneRuler), MBI Fermentas
Fragmentlangen in bp: 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80

2.13.2. Protein-Lingenstandards

* SDS-PAGE Protein-Standard, niedriger Bereich, BioRad
* SDS-PAGE Protein-Standard, hoher Bereich, BioRad

Protein Molekulargewicht (Da) Protein-Standard Protein-Standard
(niedriger Bereich) (hoher Bereich)
Myosin 200 000 X
B-Galaktosidase 116 250 X
Phosphorylase B 97 400 X X
Serum Albumin 66 200 X X
Ovalbumin 45 000 X X
Carboanhydrase 31 000 X
Trypsininhibitor 21 500 X
Lysozym 14 400 X




3. Methoden

3.1. Prokaryontische Zellkultur
3.1.1. Anzucht von Bakterienkulturen

Alle Arbeiten mit Bakterien werden unter einer sterilen Werkbank oder direkt neben einer
Bunsenbrennerflamme durchgefiihrt. Kunststoffgerdte wie Reaktionsgefile und Pipetten-
spitzen werden autoklaviert. Glaswaren werden bei 180° C fiir 3 h trocken autoklaviert.
Platindsen werden in offener Flamme durch Ausgliihen sterilisiert, andere hitzebestindige
Geridte oder Gefde durch kurzes Abflammen keimfrei gemacht. Die Anzucht der
Bakterienkulturen erfolgt in sterilen Plastikreagenzgefien. Escherichia coli wird in
Fliissigkultur unter guter Beliiftung bei 37° C im Schiittler inkubiert; dies erfolgt entweder in
LB-Medium oder in einem mit einem Antibiotikum versetzten LB-Medium.

Auf Festmedien wird E. coli mit einer sterilen Platingse im Verdiinnungsausstrich tiberimpft
und bei 37° C im Brutschrank inkubiert.

3.1.2. Dauerkulturen

Fiir Dauerkulturen von E. coli werden 713 pul einer stationir gewachsenen Ubernachtkultur
mit 287 pl sterilem, 87%igem (v/v) Glycerin vermischt und in 2 ml Nunc-Reaktionsgefdl3en
(mit Schraubdeckel) bei —80° C eingefroren.

3.2. Eukaryontische Zellkultur
3.2.1. Zellvermehrung eukaryontischer Zellinien

Alle Arbeiten werden unter Laminarflul mit autoklavierten oder sterilfiltrierten Losungen,
autoklavierten Glaswaren und mit vom Hersteller entkeimten Kunststoffmaterialien sowie
Néahrmedien durchgefiihrt. Das FCS wird vor Gebrauch zur Inaktivierung des
Komplementsystems 30 min bei 55° C im Wasserbad inkubiert. Jurkat J6 Zellen werden in
RPMI 1640-Medium gehalten, welches mit 10 % FCS (v/v), 1000 U/l Penicillin und
100 mg/1 Streptomycin supplementiert wird. Die Inkubation der Zellen erfolgt bei 37°C,
5% CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit. Die Haltung erfolgt in horizontal gelagerten

Zellkulturflaschen oder SpinnergefaBen auf Magnetriihrern.



Methoden 70

Die Zellen wurden jeden Tag auf eine Zelldichte von 2.5-3.0x 10° Zellen/ml (bei
Spinnerkulturen auch 5.0 x 10° Zellen/ml) verdiinnt. Bei logarithmischem Wachstum
verdoppelt sich die Zelldichte bei 37° C in ca. 20 h. Suspensionszellen sollten bei Kultur in
Plastikflaschen eine Dichte von 6.0 x 10° Zellen/ml, bei Haltung in SpinnergefiBen eine
Zelldichte von 1.0x 10° Zellen/ml nicht iiberschreiten. In einer Neubauer-Zihlkammer
wurden unter dem Lichtmikroskop die Zellen gezihlt. Die Zellkultur von HeLa-Zellen erfolgt
identisch. Stabile transgene Zellinien werden bei einer finalen Antibiotikakonzentration von
200 pg/ml (G418 bzw. Hygromycin B) gehalten.

Die Zellvermehrung der adhirenten 293T-Zellen erfolgt in DMEM-Medium (“high glucose™),
welches mit 10 % FCS (v/v), 1000 U/l Penicillin und 100 mg/l Streptomycin supplementiert
wird. Die Zellen dichtgewachsener Platten (70-90 % Konfluenz) werden 1:4 verdiinnt. Dazu
wird das Medium von der Kulturschale abgezogen, die Zellen mit sterilem 1x PBS
gewaschen, 2 ml Trypsin-EDTA-Ldsung auf der Schale verteilt und diese 5 min bei 37°C
inkubiert. Die dadurch von der Oberflache der Schale abgelosten Zellen werden auf 4 Schalen
verteilt und neues Medium zugegeben (7 ml Medium fiir 6 cm @ Schalen, 15 ml Medium fiir
10 cm @ Schalen, 24 ml Medium fiir 14 cm @ Schalen).

F9-Zellen und SW13-Zellen werden identisch kultiviert, wobei konfluente SW13-Zellen
maximal 1:10 verdiinnt werden kdnnen.

XP-t3-Zellen werden wie beschrieben gezogen (Winkler ez al., 1998).

Die Hybridomazellinien 12CAS5 und A8wql6.1 werden in HT-Medium (Abschn. 3.14.3.)
kultiviert.

Sollen Kulturschalen mit Gelatine beschichtet werden, gibt man 0.2 % (v/v) endotoxinfreie
Gelatine in 1x PBS zu, inkubiert fiir 1 h bei 37° C, nimmt den Uberstand ab, und 148t die
Kulturschalen unter Laminarflu3 in der Sicherheitswerkbank trocknen.

Eine Stimulation von Zellen mit PMA wurde durch eine 1:10000 Verdiinnung einer PMA-
Stammlosung in DMSO auf eine Endkonzentration von 10ng/ml Kulturmedium
durchgefiihrt.

Alle kontaminierten Einwegmaterialien werden autoklaviert und dann dem Abfall zugefiihrt.

Mediumreste wurden durch Hypochlorid-Ldsung sterilisiert bzw. autoklaviert.

3.2.2. Anlegen von Dauerkulturen

Fiir Dauerkulturen eukaryontischer Zellen wird eine logarithmisch wachsende Suspensions-
kultur abzentrifugiert (Heraeus, 1000 rpm, 5 min). Es werden je 2 x 10’ Zellen mit 1 ml
eiskaltem Freeze-Medium aufgenommen, und in 2 ml Nunc-Reaktionsgefilen mit
Schraubdeckeln gut warmeisoliert 48 h bei - 80°C gelagert. Endgiiltig gelagert werden die
Aliquots in fliissigem Stickstoff. Zum Auftauen werden die Zellen rasch auf 37°C erwirmt,

mit 10 ml komplettem Medium vermischt, abzentrifugiert (Heraeus, 1500 rpm, 5 min), und in
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40 ml neuem Medium resuspendiert. Adhirent wachsende Zellen (70-90% Konfluenz; 14 cm
O Schale) werden durch Trypsin-EDTA-Behandlung (siche oben) abgeldst, fiir 3 min bei
1000 rpm (Heraeus Multifuge 3 L-R) zentrifugiert, einmal mit 1x PBS gewaschen, in 1 ml

eiskaltem Freeze-Medium aufgenommen, und wie beschrieben kryokonserviert.

Freeze-Medium: 45 % (v/v) RPMI- bzw. DMEM-Medium
45% (v/v) FCS
10% (v/v) DMSO

3.3. Transformation von DNA
3.3.1. Herstellung chemisch-kompetenter E. coli

Der Bakterienstamm wird auf einer LB-Platte ausgestrichen, die gegebenenfalls mit einem
geeigneten Antibiotikum versetzt ist, und UN bei 37° C bebriitet. Eine einzelne Kolonie wird
in 20 ml TYM bis zu einer ODgoo von 0.2 — 0.8 vermehrt. Die Suspension wird auf 100 ml
TYM verdiinnt und in einem 1 1-Kolben bis zu einer ODggo von 0.6 gezogen. Anschlieend
wird mit TYM-Medium auf 500 ml aufgefiillt, und abermals bis zu einer ODgy von 0.6
inkubiert. Nun wird durch sanftes Schiitteln des Kolbens in einem Eis/Kochsalzbad rasch auf
0° C heruntergekiihlt, bei 4000 U/min und 0° C im GSA-Rotor 10 min zentrifugiert und das
Sediment vorsichtig in kaltem (4° C) 100 ml T{BI suspendiert. Danach wird wie oben, jedoch
nur 8 min, abzentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Sediment durch vorsichtiges
Schiitteln auf Eis in 20 ml kaltem (4° C) TfBII suspendiert. SchlieBlich werden 0.1 ml
Aliquots in vorgekiihlte Eppendorf-GefaBe pipettiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und
bei -80°C aufbewahrt.

TYM-Medium: 2% (w/v) Bactotrypton TfBI: 30 mM Kaliumacetat
0,5% (w/v) Hefeextrakt 50 mM MnCl,
100 mM NaCl 100 mM NaCl
10 mM MgSO, 10 mM MgSO,
TfBII: 10 mM MOPS pH 7,0 MgSO,-Stammlésung: 1 M, steril filtrieren; wird dem
75 mM CacCl, TYM-Medium erst nach dem Autoklavieren zugefiigt
10 mM KC1
10 % (v/v) Glycerin MnCl,-Stammlosung: 1 M, steril filtrieren; wird dem

T{BI-Puffer erst nach dem Autoklavieren zugefiigt
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3.3.2. Transformation nach Hanahan ez al.

Zur Transformation von Ligationsansitzen wurde das Protokoll von (Hanahan et al., 1991)
verwendet. 100 ul einer kompetenten E. coli Suspension werden auf Eis aufgetaut und 20 -
50 ul eines mit TE 1:5 verdiinnten, Hitze-behandelten (65° C, 10 min) Ligationsansatzes
vorsichtig zugemischt. Der Ansatz wird 30 min auf Eis inkubiert, 30 sec auf 42° C erwirmt,
erneut 2 min auf Eis gestellt und schlieBlich mit 0.9 ml vorgewdrmten SOC-Medium
vermischt und 60 min bei 37° C geschiittelt. Je nach eingesetzter DNA-Menge werden 50 pul
bis 1000 pl Aliquots auf LB-Agarplatten mit Zusatz von Antibiotikum ausgestrichen und iiber
Nacht bei 37° C inkubiert.

SOC-Medium: 20 % (w/v) Bacto-Trypton
5 % (w/v) Hefeextrakt
0.5 % (w/v) NaCl
10 ml 250 mM KCl
ad 1000 ml H,O (bidest.)
zu | ml autoklaviertem Medium werden vor Gebrauch
5 pl einer sterilen 2 M MgCl,-Losung und 20 pl einer
sterilen 1 M Glucoseldsung zugegeben.

3.3.3. Transformation nach Pope et al.

Zur Transformation von Plasmid-DNA wurde das zeitsparende Protokoll von (Pope und Kent,
1996) verwendet. Dazu werden 1 pg Plasmid-DNA vorsichtig zu 100 ul einer Suspension
kompetenter E. coli gegeben, und der Ansatz fiir 5— 10 min auf Eis inkubiert. 50 pl der
Suspension werden schlieSlich auf vorgewdrmten (37° C) LB-Agarplatten mit Zusatz des

entsprechenden Antibiotikums ausgestrichen und iiber Nacht bei 37° C inkubiert.

3.4. Transfektion von DNA und Analyse der Genexpression
mittels transienter Reporter

3.4.1. Transfektion mittels Calciumphosphat
Adhérente Zellen wurden durch eine Calciumphosphat vermittelte Methode transfiziert.

Calciumphosphat und DNA bilden in geeigneten Verhiltnissen Coprézipitate, welche von den

Zellen besser aufgenommen werden als nackte DNA.
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Zwischen 70 und 90 % konfluente Zellen werden am Vortag der Transfektion 1:4 verdiinnt.
Als Faustregel gilt: eine 15 cm @ Schale mit 70 — 90 % konfluenten Zellen (ca. 1.0 — 1.5x10’
Zellen) wird auf 20, 6 cm @ Schalen, verteilt. Fiir die Transfektion einer 6 cm @ Schale (ca.
40 % Konfluenz) wurde 1 pug Reporter-Plasmid und zwischen 50 und 100 ng
Expressionsplasmid verwendet. Die DNA wird mit 250 pl einer 250 mM CaCl,-Losung
vermischt. 250 ul des Puffers A wird in ein 15 ml Falconrdhrchen vorgelegt. Unter Vortex
wird die DNA/CaCl,-Losung zugetropft, 20 min bei RT inkubiert und anschlieBend 5 ml
DMEM-Medium/10% FCS zugegeben. Das Medium der am Vortag verdiinnten Schale wird
nun abgezogen und das vorbereitete Medium/DNA Gemisch auf die Platte gegeben.
Alternativ kann die préazipitierte DNA auch direkt auf die Zellen, die mit frischem Medium
versorgt wurden, getropft werden. Nach 12 h Inkubation bei 37°C wird das Medium
abgezogen und 7 ml frisches DMEM-Medium/10% FCS zugegeben. Anschlieend werden
die Zellen fiir weitere 34 h bei 37° C inkubiert.

Puffer A: 280 mM NaCl
50 mM Hepes
1.5 mM Na,HPO,
Der Puffer wird mit SN NaOH auf pH 7.05 eingestellt,
aliquotiert und bei -20°C eingefroren

3.4.2. Elektroporation

Unter den zahlreichen beschriebenen Methoden zur Transfektion menschlicher Tumor-
Zellinien hat sich die Elektroporation, besonders fiir empfindliche Zellen wie Jurkat Zellen,
als sehr wirkungsvoll herausgestellt. Auch HeLa Zellen werden mit dieser Methode effektiv
transfiziert.

Am Vortag der Elektroporation werden die Zellen mit neuem Medium versorgt und auf eine
Dichte von 3.5x105 Zellen/ml gebracht. Am Tag der Transfektion wird die Zelldichte mit
Hilfe der Neubauer Zihlkammer bestimmt, und damit das logarithmische Wachstum
tiberpriift. Nur bei optimalem Wachstum (Verdopplungszeit ca. 20h) ist eine Elektroporation
erfolgreich. Die Zellen werden zunidchst fiir 5 min bei 1000 rpm und RT abzentrifugiert,
einmal in 1x PBS-Puffer resuspendiert und wieder unter gleichen Bedingungen
abzentrifugiert. Dann werden die Jurkat Zellen zu einer Dichte von 3.5x107 Zellen/ml (HeLa
Zellen 1.5x107 Zellen/ml) in RPMI 1640-Medium (ohne Serum) aufgenommen. Die zu
transfizierende Plasmid-DNA sollte eine Konzentration von ca. 1 mg/ml haben, um nur kleine
Volumen an DNA-Losung verwenden zu miissen. Die Standardmenge des transfizierten
Reporter-Plasmids betrug 10 pg. Sollte ein Protein iiberexprimiert werden, wurde zwischen
0.1 und 10 pg Expressionsplasmid cotransfiziert. Die Gesamtmenge an transfizierter DNA

wurde zwischen verschiedenen Ansédtzen mit dem entsprechenden Expressionsplasmid ohne
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Insert ausgeglichen. Jedem Ansatz wurde 1 pug des Expressionsplasmids pRc/CMV-B-
Galactosidase zugegeben, um die Transfektionseffizienz zwischen verschiedenen Ansdtzen
abgleichen zu konnen. Die DNA-Lo6sung wird in der sterilen Elektroporationskiivette (4 mm)
vorgelegt, anschlieBend 0.4 ml der 3.5x107 Zellen/ml enthaltenden Jurkat Zell-Suspension
(bzw. 0.4 ml der 1.5x107 Zellen/ml enthaltenden HeLa Zell-Suspension) zugegeben und mit
der DNA-Lgsung vermischt. Es werden also 1.4x107 Jurkat Zellen (bzw. 6x100 HeLa Zellen)
pro Ansatz transfiziert.

Nach 15 min Inkubation bei RT wird die Kiivette in die Elektroporationsapparatur eingesteckt
und ein Puls appliziert. Fiir Jurkat J6 Zellen erwiesen sich 960 puF und 250 V (Zeitkonstante
30+3) als diejenigen Parameter bei denen die groBite Reportergenaktivitit gemessen wurde.
HeLa Zellen wurden unter gleichen Bedingungen elektroporiert. Nach der Elektroporation
werden die Zellen fiir 15 min bei RT in der Kiivette belassen, anschliefend in 10 ml 10% FCS
enthaltendes RPMI 1640-Medium gegeben und fiir 48 h im Zellinkubator inkubiert.

3.4.3. Auswertung der Transfektion

44-48 h nach der Transfektion werden die Transfektionen ausgewertet. Die Zellen werden
dafiir nach Absaugen des Mediums durch Zugabe von 1x PBS/0.5 mM EDTA und 15 min
Inkubation von der Platte abgelost. Die Zellen werden fiir 5 min bei 1000 rpm abzentrifugiert,
einmal mit 1x PBS-Puffer gewaschen und wieder abzentrifugiert. Das resultierende Zellpellet
wird in 150 ul Lysis-Puffer aufgenommen, einmal kurz im Vortex resuspendiert und 15 min
bei RT inkubiert. AnschlieBend wird das Lysat im Eppendorfgefal fiir 2 min bei 14000 rpm
abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen. 40 ul dieses cytoplasmatischen
Proteinextraktes werden in ein Lumineszenzmessrohrchen gegeben und dieses in die
Halterung des Lumineszenzmessgerdtes eingesteckt. Nach automatischer Einspritzung von
100 pl Luciferase-Assay Reagenz wird fiir 10 sec das bei der enzymatischen Umsetzung des
Substrats emittierte Licht gemessen. Die Anzahl der gemessenen relativen Lichteinheiten ist
dabei ein MaB fiir die Menge des in dem Proteinextrakt enthaltenem Enzyms Luciferase. Das
in dieser Arbeit verwendete Reportergen kodiert fiir das in dem Leuchtkifer Photinus pyralis
vorkommende Enzym Luciferase, welches als primires Translationsprodukt bereits das aktive
Enzym reprasentiert.

Die durch Luciferase katalysierte Lumineszenzreaktion ist auf die Oxidation -einer
heteropolyzyklischen organischen Saure, und zwar des Kéfer-Luciferins, zuriickzufiihren. In
einer von ATP und Magnesium abhingigen Reaktion wird zunéchst eine Acyl-AMP
Zwischenstufe des Luciferins gebildet, die in Gegenwart von Sauerstoff zu Oxyluciferin
oxydiert wird. Das angeregte Oxyluciferin fdllt nachfolgend in den Grundzustand zuriick,

wobel ein Photon emittiert wird.
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Lysis-Puffer: 25 mM Tris-phosphat, pH 7.8
2mM DTT
2 mM 1,2-diaminocyclohexan-N,N,N',N'-tetraessigséure
10 % (v/v) Glycerin
1 % (v/v) Triton X-100

Luciferase-Assay Reagenz: 20 mM Tricin
1.07 mM (MgCO3)4Mg(OH)2-5H20
2.67 mM MgSO4
0.1 mM EDTA
333 mM DTT
270 uM Coenzym A
470 uM Luciferin
530 pM ATP

Die Messung der [(-Galactosidaseaktivitit der einzelnen Transfektionsansitze erfolgt nach
einem Standardprotokoll (Sambrook ef al., 1989). 20 ul des cytoplasmatischen Extraktes
eines Transfektionsansatzes werden mit 200 ul B-Galactosidase-Assay Reagenz vermischt
und bei RT inkubiert, bis eine leichte Gelbfiarbung zu sehen ist. AnschlieBend wird die
Extinktion bei 420 nm gegeniiber dem Leerwert bestimmt. Die Luciferase Aktivitdt eines
Ansatzes wurde durch die B-Galactosidase Aktivitdt dividiert. Damit werden unterschiedliche
Transfektionseffizienzen der verschiedenen Ansdtze abgeglichen. In Fillen, in denen die
B-Galactosidase Aktivitdt durch Cotransfektion eines Expressionsplasmids stark beeinfluft
wurde, fand der Abgleich mit Hilfe der jeweiligen Proteinkonzentrationen der

cytoplasmatischen Extrakte statt.

B-Galactosidase-Assay Reagenz: 1.1 mM MgCl,
50 mM B-Mercaptoethanol
1 mg/ml ONPG
82 mM Na,HPO,
18 mM NaH,PO,

3.5. Etablierung transgener Saugerzellinien

Eine transgene HeLa Zellinie, die stabil ein Flag-PAQ-Fusionsprotein exprimiert, wurde mit
Hilfe eines EBV-basierenden Vektors generiert. Eukaryontische Expressionsplasmide, die
sich vom Epstein-Barr-Virus ableiten, integrieren nicht in das Genom der “Wirtszelle”,
sondern replizieren autonom-episomal, und werden bei der Zellteilung an beide Tochterzellen
weitergegeben. Dieses System hat den Vorteil, dafl in relativ kurzer Zeit eine polyklonale

transgene Sdugerzellinie hergestellt werden kann.
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Da das Plasmid nicht in das Genom integriert, treten auch keine ,.,gene silencing” Effekte
durch eventuell benachbartes Heterochromatin bzw. Silencer auf (Abschn. 1.2.2.).

HeLa Zellen wurden wie beschrieben (Abschn. 3.4.2.) mit 10 ug pGM7 (pREP9-Vektor der
das Protein Flag-PAQ exprimiert; G418%) elektroporiert, und fiir 2 Tage (10 ml RPMI-
Medium/10 % FCS, ohne Antibiotikum) im Brutschrank inkubiert. Ein Kontrollansatz mit
TE-Puffer wird ebenso behandelt. Am dritten Tag wird das Medium gewechselt, und 10 ml
frisches RPMI-Medium/10 % FCS mit einer Endkonzentration des Antibiotikums G418 von
1 mg/ml zugegeben. Diese Prozedur wird nun iiber einen Zeitraum von ca. 2 Wochen
wiederholt. Wenn alle Zellen aus dem Kontrollansatz (die ja keine G418-Resistenz
aufweisen) abgestorben sind, wird die Antibiotikaendkonzentration im Medium auf 0.5 mg/ml
reduziert, und die (polyklonale) Zellinie auf 200 ml Kulturvolumen expandiert. SchlieBlich
werden die Zellen in 1 ml Aliquots, wie beschrieben (Abschn. 3.2.2.) kryokonserviert. Nach
Expansion der Kultur auf 11 Medium werden die Zellen geerntet und auf Expression des
Fusionsproteins nach Herstellung eines Kernextraktes (Abschn. 3.13.1.) im Western Blot
(Abschn. 3.14.1.) analysiert.

3.6. Rekombinante  DNA-Techniken und enzymatische
Behandlung von DNA

3.6.1. DNA-Restriktion

Im allgemeinen werden 0.5 — 1.0 pg einer Plasmidpréparation in einem Volumen von 10 ul
hydrolysiert. Die Ansétze enthalten den fiir das jeweilige Enzym optimalen Restriktionspuffer
(entsprechend Herstellerangaben) und 2 — 10 U der entsprechenden Restriktionsendonuklease.
Die Reaktionen werden fiir 1 h bis 3 h bei der vom Hersteller angegebenen optimalen
Temperatur inkubiert. Soll eine Spaltung mit zwei verschiedenen Enzymen durchgefiihrt
werden, kann ein Doppelverdau in einem Spaltungsansatz durchgefiihrt werden, sofern beide
Restriktionsenzyme unter gleichen Pufferbedingungen aktiv sind. Ist dies nicht der Fall, wird
die Nukleinsdure zundchst mit einem Enzym geschnitten, der Ansatz gereinigt

(Abschn. 3.6.8.), und anschlieBend mit dem zweiten Enzym hydrolysiert.
3.6.2. Radioaktive Markierung doppelstrangiger DNA mittels ,,Random-
Hexamer-Priming” (Feinberg-Vogelstein-Technik)

Diese Methode (Feinberg und Vogelstein, 1984) dient der Herstellung radioaktiv markierter
DNA-Molekiile hoher spezifischer Aktivitit.
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Zufallshexanukleotide werden dazu an die Zielsequenz angelagert und der jeweils
komplementdre Strang in Gegenwart radioaktiv markierter dNTPs durch das Kleenow-
Fragment der DNA-Polymerase I von E. coli aufgefiillt.

Die zu markierende DNA wird als scharfe Bande aus einem Agarosegel ausgeschnitten und
aus dem Gel gereinigt (Abschn. 3.6.10.). AnschlieBend werden 14 pl der gereinigten DNA
(ca. 200ng), 10 ul der Hexanukleotidmischung (100 mM) und 5 pul H,O (bidest.)
zusammengegeben. Die Losung wird fiir 5 min im Heizblock bei 95° C inkubiert und sogleich
auf Eis abgekiihlt. Dieser Schritt dient der Anlagerung der Hexanukleotide. Auf Eis werden
nun 5 pl 10x Kleenow-Polymerase-Puffer, 4.5 ul H,O (bidest.) 0.5 pl GT-Nukleotidmix, 5 pl
a->*P-dATP (3000 Ci/mmol), 5 pl a-*P-dCTP (3000 Ci/mmol) und 1 pl Kleenow-Enzym
(2 U) hinzugefiigt. Der Ansatz wird fiir 15 min bei RT und 5 min bei 37° C inkubiert.
SchlieBlich werden die nicht-inkorporierten Nukleotide sowie Protein durch Aufreinigung
iiber MicroSpin G-25-Sdulen beseitigt (Abschn. 3.7.3.).

3.6.3. ,,Annealing” von Oligodesoxyribonukleotiden

Jeweils 100 pmol zueinander komplementirer Oligodesoxyribonukleotide werden in 40 mM
Tris-HCI, pH 7.5, 0.2 M NaCl in einem Volumen von 100 pl fiir 5 min bei 95° C inkubiert.
Das Reaktionsgefdl wird in ein Wasserbad mit der Schmelztemperatur des entsprechenden
Doppelstranges tiiberfithrt und dort fiir weitere 10 min inkubiert. Schlielich erfolgt
Abkiihlung auf RT, indem der Thermostat des Wasserbades abgeschaltet wird.

3.6.4. Phosphorylierung von Oligodesoxyribonukleotiden und radioaktive
Markierung am 5’-Ende

Oligodesoxyribonukleotide tragen synthesebedingt kein Phosphatrest an ihrem 5’-Ende.
Einzel- oder doppelstrangige DNA wird mit T4-Polynukleotidkinase am 5'-Ende der DNA
markiert oder fiir die Ligation in dephosphorylierte Vektoren vorbereitet.

Fir die Endmarkierung werden 5-10 pmol dephosphorylierter DNA mit 10U
T4-Polynukleotidkinase (10 U/ul) in Gegenwart von 60 uCi (20 pmol) y-"P-ATP
(3000 Ci/mmol) in dem vom Hersteller mitgelieferten Kinase-Puffer 1 h bei 37° C in einem
Volumen von 20 ul inkubiert. Das Enzym wird sukzessive in zwei Aliquots a 0.5 ul
zugegeben, da es bei 37° C eine geringe Halbwertszeit besitzt. AnschlieBend wird die DNA
vom restlichen ATP iiber Sephadex G-50 abgetrennt (Abschn. 3.7.3.). Wird DNA mit
unmarkiertem ATP phosphoryliert, liegt die ATP-Konzentration bei 10 uM und es werden
0.5 U T4-Polynukleotidkinase pro pmol DNA-Fragment eingesetzt.

Die Hitzeinaktivierung des Enzyms erfolgte bei 70° C fiir 10 min.
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10x Polynukleotidkinase-Puffer: 500 mM Tris-HCI, pH 7.6 (bei 25° C)
100 mM MgCl,
50 mM DTT
1 mM Spermidin
1 mM EDTA, pH 8.0

3.6.5. Dephosphorylierung von geschnittener Vektor-DNA

Die alkalische Phosphatase aus Kélberdarm entfernt in einem linearen, doppelstringigen
DNA-Molekiil endstdndige 5'-Phosphatgruppen. Eine Entfernung von Phosphatresten wird
durchgefiihrt, wenn bei Klonierungen die Religation eines Vektors durch die anschlieBende
DNA-Ligase-Reaktion verhindert werden soll.

Es werden in einem Reaktionsansatz 0.2 U Enzym (1 U/ul) pro pmol DNA mit kohdsiven
5'-tiberhdngenden Enden eingesetzt. Die Reaktion wird fiir 1 h bei 37° C im Reaktionspuffer
durchgefiihrt. Das Enzym wird sukzessive in zwei Aliquots zupipettiert. Zur Inaktivierung der
alkalischen Phosphatase wird dann EDTA (pH 8.0) in einer Endkonzentration von 5 mM
zugegeben und 10min auf 75°C erhitzt. Die DNA wird anschlieBend gereinigt
(Abschn. 3.6.8.).

10x Phosphatasepuffer: 100 mM Tris-HCI, pH 7.5 bei 37° C
100 mM MgCl,

3.6.6. Abbau bzw. Auffiillen iiberstehender Enden mit Kleenow-Fragment

Das Kleenow-Fragment ist die grole Untereinheit der DNA-Polymerase I aus E. coli, der die
5’— 3’ Exonukleaseaktivitit fehlt. In Gegenwart von Desoxyribonukleotiden fiillt das
Kleenow-Fragment 5’-iiberhingende DNA-Enden auf. Dazu werden in einem Volumen von
50 ul 0.1 bis 1 pg DNA, 5 ul 10x Kleenow-Polymerase Puffer, 100 pM dNTPs und 5 U
Kleenow-Polymerase fiir 20 min bei RT inkubiert. Das Enzym wird anschlieend fiir 20 min
bei 75° C inaktiviert. Fiir die radioaktive Endmarkierung von Oligodesoxyribonukleotiden
enthilt die Reaktion: 10 pmol DNA, 2 pl 10 x Kleenow-Polymerase Puffer, 5 U Kleenow-
Polymerase, 1 mM dNTPs, und 5 pl o-**P-dNTP (3000 Ci/mmol) in einem Gesamtvolumen
von 20 pul. Die Reaktionen werden fiir 30 min bei RT inkubiert. Die Abtrennung nicht
eingebauter Nukleotide erfolgt {iber eine Sephadex G50-Sdule (Abschn. 3.7.3.). Die
radioaktiv markierten Oligodesoxyribonukleotide konnen bis zu 6 Wochen bei -20°C
gelagert werden. Der Einbau des terminalen Nukleotids verlduft sehr uneftektiv (5 - 10%).
Bei radioaktiven Markierungen sollten Nukleotide daher an der innersten Position, zumindest

aber an der zweitduBersten Position eingebaut werden.
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10x Kleenow-Polymerase Puffer: 500 mM Tris-HCI, pH 8.0 bei 25° C
50 mM MgClp
10 mM DTT

3.6.7. Ligation

Zundchst werden Aliquots der zu ligierenden DNA-Fragmente nebeneinander auf einem
Agarosegel aufgetrennt, um die Mengenverhiltnisse abschétzen zu konnen. Fiir die Ligation
wird ein molares Verhéltnis Fragment:Vektor von 3:1 bis 5:1 gewihlt, wobei die
Gesamtmenge an DNA zwischen 50 ng und 400 ng liegt. Vektor-DNA wird im allgemeinen
vor der Ligationsreaktion an ihren Enden dephosphoryliert (Abschn. 3.6.5.), um eine
Religation des Plasmides zu verhindern. Gilt es lediglich, einzelne DNA-Fragmente zu
zirkularisieren, so wird in einem 50 pl Ansatz ligiert, wihrend man bei dem Einsetzen von
Fragmenten in Vektoren in einem Reaktionsvolumen von 20 ul arbeitet. Die Reaktion erfolgt
3 - 16 hbei 16° C, gefolgt von einer einstiindigen Inkubation bei 37° C.

10 x Ligasepuffer: 400 mM Tris-HCIL, pH 7.8 bei 25° C

100 mM MgCly

100 mM DTT
5 mM ATP

3.6.7.1. Ligation von iiberstehenden Enden

Reaktionsansatz:

10x Ligasepuffer: 2 ul
Vektor + Insert x pl
T4-DNA-Ligase 2U
H,O (bidest.) ad 20 pl

3.6.7.2. Ligation von glatten Enden

Reaktionsansatz:

10x Ligasepuffer: 2 ul
50 % (v/v) PEG 4000 2 ul
100 mM ATP 1ul
Vektor + Insert x pl
T4-DNA-Ligase 4U

H,0 (bidest.) ad 20 pl
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3.6.8. Reinigung von DNA nach enzymatischer Behandlung

Eine Abtrennung von niedermolekularen Verbindungen und Enzymen erfolgte entweder
durch Chlorpane-Extraktion (Abschn. 3.7.2.) oder mittels des GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (APB) nach Herstellerangaben.

3.6.9. Die Polymerasekettenreaktion (,,polymerase chain reaction”, PCR)

3.6.9.1. Amplifizierung von DNA und PCR-Klonierung

Zur Amplifizierung von Plasmid-DNA, cDNA und bestimmter Bereiche aus genomischer
DNA iiber die Polymerasekettenreaktion mit iiberstehenden Enden — die sogenannte ,,Linker’-
PCR (Saiki et al., 1988) - wurde die Tag-, die Pfu- oder die Vent-DNA-Polymerase
verwendet. Die Primer sind dabei so gewéhlt, dal sie an ithrem 5’-Ende ,,Linker” mit
gewlinschten Restriktionsendonuklease-Schnittstellen besitzen. Die ,,Linker”-Sequenzen
hybridisieren dabei anfangs nicht mit der Matrize, sondern dienen dem Einfiihren von
Restriktionsschnittstellen. Die Pfu- und die Vent-DNA-Polymerase besitzt eine 3°— 5’
»Proofreading”-Exonukleaseaktivitit, die im Vergleich zur Tag-DNA-Polymerase zu einer
zehnfach hoheren Genauigkeit der DNA-Synthese fiihrt. Die Polymerisationsgeschwindigkeit
von Taq (ca. 1000 Nukleotide/min) ist allerdings hoéher als fiir die ,,Proofreading”-
Polymerasen (500 Nukleotide/min). Ein weiterer Unterschied zur Tag-DNA-Polymerase, die
grundsitzlich ein Desoxyadenosinribonukleotid an das 3’-Ende der PCR-Produkte ,,anhéngt”,
besteht darin, daB3 die Reaktionsprodukte generell glatte Enden besitzen. Bei ,,Proofreading”-
DNA-Polymerasen ist es wichtig das Polymerisationszeitintervall nicht zu lange zu wéhlen,
da aufgrund der 3’— 5’-Exonukleaseaktivitdt sonst Primer und Amplicons abgebaut werden.
Als Faustregel gilt, dal die Polymerisationszeit bei 72° C ca. 10 % {iber der berechneten Zeit
veranschlagt werden sollte. Dariiber hinaus ist es kritisch immer einen groBen Uberschul3 an
dNTPs in der PCR-Reaktion bereitzustellen (200 — 400 uM). Fiir Plasmid-DNA wurde Vent-
DNA-Polymerase eingesetzt. Sollte da3 Amplicon iiber TA-Klonierung in einen TA-Vektor
(Ido und Hayami, 1997) eingesetzt werden, wurde dieses nochmals in einem
Polymerisationsschritt mit Taq-DNA-Polymerase im Thermocycler unter erneuter Zugabe
von dNTPs inkubiert. Zur Generierung von PCR-Produkten aus cDNA bzw. genomischer
DNA hat es sich bewihrt 1:7, 1:9 bzw. 1:11 Mischungen aus Pfu- und Tag-DNA-Polymerase
auszutesten.

Der Reaktionsansatz enthdlt jeweils 20 pmol Primer, 100 ng genomische DNA oder 50 ng
Plasmid-DNA, 250 uM jedes dNTPs, 5 ul des vom Hersteller mitgelieferten 10x PCR-Puffers
(bei Taq- Pfu-DNA-Polymerase-Mischungen wird der 10x Tag-Puffer verwendet) und die

vom Hersteller empfohlene Menge an thermostabiler DNA-Polymerase in einem
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Gesamtvolumen von 50 pl. Der Ansatz wird auf Eis zusammenpipettiert und die Reaktion
durch Zugabe des Enzyms bei 94° C in der PCR-Maschine gestartet ("Hot start PCR").
Dadurch werden unspezifische Paarungen der Primer in der ersten Amplifizierungsrunde
vermieden. Die Hybridisierungstemperatur wird folgendermaflen bestimmt: fiir jedes G oder
C im hybridisierenden Bereich der PCR-Primer ergibt sich eine Erhohung der Temperatur
(von 0° C ausgehend) um 4° C, fiir jedes A oder T eine Erh6hung um 2° C. Eine genauere
Abschitzung der Hybridisierungstemperatur liefert das Computerprogramm OLIGO 4.0S
(Molecular Biology Insights Inc., http://oligo.net/). Primer sollten so ausgewahlt werden, daf3
der GC-Gehalt moglichst bei 50 % liegt, die Primer nicht selbst miteinander hybridisieren
konnen, bzw. keine intramolekularen Haarnadelschlaufen ausgebildet werden, und daf das 3°-
Nukleotid ein Purin ist. Ideale Hybridisierungstemperaturen bewegen sich zwischen 50° und
60° C.

Im folgenden ist ein Beispiel fiir ein Temperaturprogramm zur Amplifizierung von PCR-

Fragmenten mit Hilfe der Tag-DNA-Polymerase bis zu 1 kb angegeben.

Zyklennummer 1 2-5 6-25 26
Denaturierung 94°C 3-5min 94°C  30sec 94°C 30 sec 94°C  30sec
Hybridisierung 56°C  30sec 62°C 30 sec 62°C  30sec
Elongation 72°C 60 sec 72°C 60 sec 72° C 5 min

Es wird dabei eine anfangliche Hybridisierungstemperatur der Primer von 56° C voraus-
gesetzt. Durch zusétzliche DNA-Sequenzen mit Restriktionsschnittstellen am 5’-Ende des
Primers wird nach den ersten Amplifikationsrunden die Hybridisierungstemperatur auf 62° C
erhoht. In der letzten Runde werden in dem verlidngerten Elongationsschritt eventuell nicht
fertig synthetisierte Produkte aufgefiillt.

3.6.9.2. PCR-Mutagenese

Die PCR-Mutagenese von Plasmid-DNA wurde in Anlehnung an das Verfahren von Landt et
al. (Landt ef al., 1990) durchgefiihrt. Es wurde dabei Vent-DNA-Polymerase verwendet. Die
Primer wurden so gewdhlt, daB3 sie eine oder zwei Restriktionsschnittstellen besitzen, die im
Zielvektor nur einmal vorkommen, damit nach Restriktion der Amplicons eine Subklonierung
moglich ist. Der sogenannte Mutageneseprimer war so konstruiert, dal die zur Matrize nicht
komplementéren Basen (1 bis 3 Nukleotide) moglichst exakt in der Mitte der Primer-Sequenz
lokalisiert sind, um trotz der Basenfehlpaarung eine optimale Hybridisierung des Primers zu

gewdhrleisten.
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3.6.9.3. PCR-Test auf Insertion des Fragmentes (,,PCR-Screening”)

Zur Identifizierung von Bakterienklonen, die nach der Transformation von gereinigten
Ligationsansitzen, den Vektor mit dem gewlinschten Insert beherbergen, wird eine PCR-
basierende Variante des ,Kolonie-Screenings” angewendet. Das Prinzip ist die
Unterscheidung von religiertem Vektor und Vektor mit Insert anhand eines Gréenvergleichs
(Agarosegel, Abschn. 3.9.1.) der entsprechenden PCR-Produkte. Diese werden mit Hilfe von
Primern generiert, welche die Klonierungsregion des Vektors flankieren. Alternativ kann auch
eine Primerkombination verwendet werden, bei der ein Primer mit einem DNA-Abschnitt des
Inserts hybridisiert, der andere Primer hingegen mit der Vektor-DNA. Es werden folgende
Komponenten gemischt und auf 25 Ansédtze a 50 pl aufgeteilt:

25 ul dANTPs (10 mM), 200 pl MgCl, (25 mM), 12.5 ul BSA (20 mg/ml), 125 pl 10xTag-
Polymerase-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.8, 50 mM KCl, 0.08% NP-40), je 25 pl der beiden
Primer (20 pmol/ul), 25 pul Tag-DNA-Polymerase (1 U/ul) und 812.5 ul sterilem
H,O (bidest.).

Einzelne Kolonien von den Selektionsplatten werden mit einem sterilen Zahnstocher mit
Hilfe einer sterilen Pinzette aufgenommen, in einem PCR-Reaktionsgefdl mit den
vorgemischten Komponenten ausgerollt, und in sterile Plastikreagenzgefdlle mit Verschluf3
tiberfiihrt, die mit 5 ml LB-Medium und Antibiotikum in der erforderlichen Endkonzentration
befiillt sind. Aus den Ubernachtkulturen kann durch eine Minipriparation von DNA
(Abschn. 3.7.5.) direkt Plasmid-DNA gewonnen werden. Als Positiv- bzw. Negativkontrolle
(wenn einer der verwendeten Primer mit dem Insert hybridisiert) dient eine PCR-Reaktion,
die 100 ng der zirkuldren Vektor-DNA enthlt.

Die PCR-Ansidtze werden mit 12.5 ul Auftragspuffer (3x) versetzt und jeweils 10 pl-Aliquots
durch TBE-Agarosegelelektrophorese analysiert.

3.6.9.4. Radioaktive Markierung von PCR-Produkten

Die PCR-Reaktionen werden in einem Volumen von 50 pl durchgefiihrt. Ein typischer Ansatz
enthilt jeweils 20 pmol der beiden entsprechenden Primer, 2 mM MgCl,, 2 % (v/v) DMSO,
50 ng Matritzen-DNA, 25 uM dNTPs, 0.4 uM (60 uCi) o->*P-dATP (3000 Ci/mmol), 0.4 uM
(60 uCi) o-*P-dCTP (3000 Ci/mmol), Tag-DNA-Polymerase-Puffer, 2.4 U Taq-DNA-
Polymerase, 0.4 U Pfu-DNA-Polymerase und H,O (bidest.).

Die Amplifikation erfolgt in 20 Polymerisationsintervallen.
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3.6.10. Praparation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

» Freeze-thaw” Methode: Die gewiinschte DNA-Bande wird unter UV-Licht bei einer
Wellenldnge von 365 nm detektiert und ausgeschnitten. Nach dem Transfer in eine Ultrafree-
Filtereinheit wird die Probe auf Trockeneis eingefroren und bei RT aufgetaut. Viermaliges
Wiederholen dieser Prozedur vervollstindigt die Zerstorung der Gelmatrix. Das Gelstiickchen
wird in halbgefrorenem Zustand zentrifugiert (Eppendorf-Kiihlzentrifuge, 2000 rpm, 15 min,
4° C). Das Eluat wird mit Chloropane extrahiert, die DNA wird mit Ethanol gefillt und in
10 -50 pl TE aufgenommen.

* Elektroelution: Das Agarosegel wird in seiner Gieiform in die Elektrophoreseapparatur
gelegt, wobei darauf geachtet wird, da3 der TAE-Puffer das Gel gerade nicht mehr bedeckt.
Vor der gewiinschten Bande wird mit dem Skalpell ein rechteckiger Trog ausgeschnitten, der
mit einer vorbehandelten Dialysemembran (Spectropor, AusschluBvolumen 9 kDa)
ausgekleidet wird. Dieser Trog wird mit ca. 0.3 — 0.4 ml 1 x TAE-Puffer gefiillt. Die
Elektrophorese wird fortgesetzt, bis die Bande in den Trog eingewandert ist, was unter
UV-Licht einer Wellenlédnge von 365 nm kontrolliert werden kann. SchlieBlich polt man fiir
30 s um, tiberfiihrt die DNA-haltige Pufferlosung in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3, extrahiert

und fallt sie wie oben beschrieben.

* Gelelution mittels des GFX DNA and Gel Band Purification Kit (APB):
Das ausgeschnittene Agarosegelstiick wird nach Herstellerangaben prozessiert. Das DNA-
Fragment befindet sich schlieBlich in 30 — 100 pl H,O (bidest.).

3.7. Reinigung von DNA und RNA

3.7.1. Bestimmung der Konzentration und Reinheit einer
Nukleinsiurepriparation

Die Konzentration der DNA-Ldsung wird iiber ihre Absorption bei 260 nm ermittelt. Dabei
entspricht 1 ODyg einer Konzentration von 50 pug ds-DNA/ml. Als Kriterium fiir die Reinheit
einer DNA-Priparation wird das Verhéltnis ODy)/ODsso herangezogen. Fiir reine DNA
schwankt dieser Wert je nach GC-Gehalt der Probe zwischen 1.8 und 2.0. Niedrigere
Quotienten zeigen Proteinverunreinigungen an, hohere lassen auf die Anwesenheit von RNA

schliefen. Bei RNA-Ldsungen entspricht 1 ODog einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml.
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3.7.2. Chloropane-Extraktion und Féallung von Nukleinsiduren

Die Chloropane-Extraktion ist eine Routinemethode zur Denaturierung und Entfernung von
Proteinen aus Losungen von Nukleinsduren und Proteinen. Wenn nicht anders beschrieben,
wird die Nukleinsdure-Losung mit einem Volumenanteil Chloropane versetzt, auf dem Vortex
vermischt, und fiir 5 min bei RT zentrifugiert (Eppendorf-Tischzentrifuge, 14000 rpm, RT).
Der Uberstand wird in ein neues Reaktionsgefi iiberfiihrt, mit einem Volumenanteil
Chloroform/Isoamylalkohol [24:1(v/v)] gemischt und erneut fiir 5 min zentrifugiert
(Eppendorf-Tischzentrifuge, 14000 rpm, RT). Der wiBrige Uberstand wird abgenommen und
in ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Restliches Chloropane wird durch anschlieende
Ethanolfillung der DNA entfernt. Bei der Zugabe von Alkohol kommt es in Gegenwart
relativ hoher Konzentrationen an monovalenten Kationen zur Aggregation der Nukleinsdure-
Molekiile und zur nachfolgenden Prizipitation. Niedermolekulare Oligonukleotide,
Nukleotide und Salze bleiben dabei in Losung. Die Nukleinsduren werden aus der Losung
durch Zugabe von 1/10 Volumenanteil 3 M Natriumacetat (pH 4.8) und 2.5 Volumenanteilen
eiskaltem Ethanol (abs.) gefillt. Sollten Oligonukleotide gefillt werden, wurde bei gleichem
Vorgehen 1/100 Volumenanteil 1 M MgCl, zugegeben. Der Ansatz wird vermischt und 2 h
bei -20°C inkubiert. Nach einer dreiffigminiitigen Zentrifugation (Eppendorf-Kiihlzentrifuge,
14000 rpm, 4° C) wird das Prizipitat mit 70%igem Ethanol gewaschen, nochmals fiir 5 min
zentrifugiert und an der Luft getrocknet. SchlieBlich wird die DNA in einem geeigneten
Volumen TE gelost.

Die Isopropanolfillung einer DNA-Ldsung erfolgt durch Zugabe von 1/10 Volumenanteil
3 M Natriumacetat (pH 5.0) und 0.8 Volumenanteilen eiskaltem Isopropanol (abs.).
Inkubation, Zentrifugation und Waschen des DNA Prézipitats erfolgt analog zur Ethanol-
Fallung.

DNA kann auch direkt aus Losungen mit niedriger lonenstirke durch Zugabe des neunfachen
Volumens an n-Butanol bei RT (10 min) gefillt werden. Nach Sedimentation des Prazipitats
(14000 rpm, 15 min, RT, Eppendorf-Tischzentrifuge) wird diese im Vakuumkonzentrator
getrocknet.

Chloropane:  Phenol, Chloroform, Isoamylalkohol [25:24:1 (v/v)], gesittigt mit TE-Puffer

3.7.3. Reinigung von DNA iiber Gelfiltration

* Abtrennung von Oligonukleotiden durch Sephadex G-100 Siulen: Um ein aus einem
Plasmid ausgeschnittenes Oligonukleotid von ersterem zu trennen, wurde eine Sephadex
G-100 Saule gefahren. Dazu wurde das Sdulenmaterial mit TE dquilibriert, nach ca. 20 min

der Puffer abgegossen und die Prozedur drei mal wiederholt.
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SchlieBlich wurde das Material in eine Chromatographie Sdule (BioRad) gegossen, bis ein
Matrix-Volumen von 500 pl gepackt war. Die Séule wurde mit TE aquilibriert, anschlieBend
das Gemisch aus geschnittenem Plasmid und Oligonukleotid in einem Volumen von 50 ul auf
die Saule geladen. Nachdem diese 50 pl in das Sdulenmaterial eingelaufen waren, wurde 1 ml
TE-Puffer auf die Siule gegeben. Die ersten 200 ul des Durchlaufs wurden verworfen, dann
8 Fraktionen zu jeweils 50 upl gesammelt. Je Fraktion wurden 5 ul auf ein 0.7 %iges
Agarosegel aufgetragen und eine Elektrophorese durchgefiihrt. Damit konnte die korrekte
Linge des geschnittenen Plasmids und dessen Konzentration abgeschitzt werden. Die

Oligonukleotide verbleiben bei diesem Verfahren im Séulenmaterial.

* Reinigung iiber eine Sephadex G-50 Saule (,,/Vick column”): Die DNA wird in einem
Volumen bis 0.1 ml auf eine 1 ml Sephadex G50-Siule aufgetragen, welche vorher mit 3x
1 ml H,0 (bidest.), sowie 3x 1 ml TE é&quilibriert wurde. Die Sdule wird mit TE eluiert und
der Durchlauf fraktioniert gesammelt. Die erste Fraktion von 0.35 ml wird verworfen, in der
zweiten Fraktion von 0.4 ml eluiert die DNA. Hierbei werden Salze, Nukleotide und grobe
Verunreinigungen abgetrennt. Bevorzugt wurde die Methode zur Abtrennung der Nukleotide

von **P-markierten Oligonukleotiden eingesetzt.

* Reinigung iiber eine Sephadex G-25 Saule (,,Micro-spin column”): Diese Methode hat
sich bei der Reinigung langer DNA-Fragmente (100 — 200 bp) bewihrt, die man z. B. im
EMSA (Abschn. 3.15.) einsetzt. Dazu wird das Volumen eines radioaktiven DNA-
Markierungsansatzes (Abschn. 3.6.2., 3.6.4., 3.6.5. u. 3.6.9.4.) mit TE auf 50 pul eingestellt.
Die mit TE é&quilibrierte Gelfiltrationssdule wird auf dem Vortex gut durchmischt und
anschlieBend nach Abbrechen des unteren Verschlusses mit leicht gedffnetem Deckel auf ein
Eppendorf-Reaktionsgefdll gesetzt. Zur Entfernung von iiberschiissigem TE wird die Sdule
zentrifugiert (3500 rpm, 1 min, RT, Eppendorf-Tischzentrifuge), auf ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefdl gesetzt und mit dem Markierungsansatz beladen. Nach einer erneuten
Zentrifugation (3500 rpm, 2 min, RT, Eppendorf-Tischzentrifuge) befindet sich das gereinigte
DNA-Fragment unverdiinnt im Eluat, wohingegen niedermolekulare Verbindungen (Salze,

Nukleotide etc.) in der Sdulenmatrix verbleiben.

3.7.4. Reinigung von DNA iiber DE52-Saulen

DNA kann in beliebigen Volumina in 0.2x STE-Puffer auf mit 0.2x STE &quilibrierte Sdulen
aufgetragen, ebenfalls mit 0.2x STE gewaschen und mit 0.5x STE eluiert werden. Hiebei
werden Salze, Nukleotide und die meisten Proteine abgetrennt. Dazu werden 0.5 ml
Sdulenmaterial in eine mit silikonisierter Glaswatte verschlossene Plastikspritze (1 ml,

ca. 5 x 80 mm) gegeben, welche wiederum in ein 15 ml-Falconréhrchen gesetzt wird.
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Die Sdule wird mit 0.2x STE &quilibriert, mit der DNA beladen, zehnmal mit je 0.5 ml
0.2x STE gewaschen, und schlieBlich dreimal mit 0.25 ml 0.5x STE eluiert. Alle Schritte
werden in einer Heraeus Multifuge 3 L-R (400 — 500 rpm, 1 — 2 min) bei RT durchgefiihrt,
wobei zu Beginn die Zentrifugationszeit so bestimmt wird, dafl die Saule nicht trockenlauft.

Mit dieser Methode werden Sonden fiir das Durchmustern von Genbanken bzw. fiir die
Northern-Blot-Analyse pripariert. Diese Sonden sind von vorziiglicher Qualitit, insbesondere

wenn man sie kurz vor ihrer Verwendung nochmals steril filtriert.

0.2x STE: 02MNaClin TE
0.5x STE: 0.5 M NaClin TE

3.7.5. Minipraparation von DNA aus E. coli (Del Sal et al., 1988)

3.0ml einer UN-Suspensionskultur werden abzentrifugiert (Eppendorf-Tischzentrifuge,
14000 rpm, 30 s, RT). Der Uberstand wird moglichst quantitativ abgenommen und verworfen.
Das Sediment wird in 300 pl STET-Puffer auf dem Vortex resuspendiert. Darauf folgt die
Zugabe von 12 pl einer Lysozym- und 0.5 pl einer RNase A-Ldsung, sowie eine flinfmintitige
Inkubation bei RT. Zum Zellaufschlul werden die Proben in einem Heizblock 45 s auf 95° C
erhitzt und anschlieBend 10min bei RT zentrifugiert (Eppendorf-Tischzentrifuge,
14000 rpm). Die Bakterienreste mit der chromosomalen DNA sind nach der Zentrifugation zu
einem gallertartigen Sediment verdichtet, und werden nach Uberfiihren des Uberstandes in ein
neues Eppendorf-Reaktionsgefil verworfen. Zum plasmidhaltigen Uberstand werden dann
12 ul CTAB-Losung pipettiert. Das entstehende Prézipitat wird nach einer fiinfminiitigen
Inkubation bei RT abzentrifugiert (Eppendorf-Kiihlzentrifuge, 14000 rpm, 10 min, 4° C) und,
nachdem der Uberstand restlos entfernt worden ist, wieder in 300 ul 1.2 M NaCl geldst. Die
Nukleinsduren werden anschlieBend durch Zugabe von 300 pul Isopropanol gefillt, nach einer
fiinfmintigen Inkubation bei RT abzentrifugiert (Eppendorf-Kiihlzentrifuge, 14000 rpm,
10 min, 4° C), in 900 ul 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und dann erneut zentrifugiert. Das
Prézipitat wird 5 min im Vakuumkonzentrator getrocknet und schlielich in 50 ul TE-Puffer
aufgenommen. Zwischen 5 pul und 7 pl dieser Priparation reichen in der Regel fiir eine

analytische Restriktionshydrolyse aus.

STET-Puffer: 8 % (w/v) Saccharose Lysozym-Losung: 50 mg/ml Lysozym
0.1 % (v/v) Triton-X-100 in 50 mM Tris-HCI,
50 mM EDTA pH 7.3

50 mM Tris-HCI, pH 8,0

CTAB-Losung: 5% (w/v) Hexadecyltriammoniumbromid RNase A-Loésung: 10 mg/ml
in H,O (bidest.); in 10 mM Tris-HCI,
zum Losen auf 40° C im Wasserbad pH 7.5

erwarmen 15 min kochen
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3.7.6. Plasmid-DNA-Préparation iiber Anionentauschersiulen

Plasmid-DNA-Priparationen in groBerem Mafistab wurden mit dem Nucleobond AX Kit
(Macherey & Nagel) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.7.7. Reinigung synthetischer Oligodesoxyribonukleotide

Da die automatische Oligodesoxyribonukleotid-Synthese nicht mit 100 %iger Ausbeute
verlduft, sind in jeder Rohpréparation noch Oligodesoxyribonukleotide vorhanden, die kiirzer
als das erwiinschte sind. Diese miissen erst iiber eine Gelelektrophorese abgetrennt werden.
Dazu wird die lyophilisierte Oligodesoxyribonukleotidpriparation in 40 pul H,O
aufgenommen und mit einem Volumenanteil Formamid-Auftragspuffer versetzt. Es schlief3t
sich eine gelelektrophoretische Auftrennung in einem 1.5 mm dicken, 11-15 %igem (je nach
der Lénge der  Oligodesoxyribonukleotide) denaturierenden  Polyacrylamidgel
(Abschn. 3.9.3.) an. Nach der Elektrophorese wird das Gel auf eine im UV fluoreszierende
Kieselgel-Aluminiumfolie (Kieselgel 60W F,s54S, Merck) gelegt, und die der DNA
entsprechende Bande kann durch UV-Fluoreszenzldschung bei 254 nm sichtbar gemacht und
ausgeschnitten werden. Die zerkleinerte Gelmatrix wird mit 500 ul TE {iber Nacht bei 37° C
geschiittelt. Durch eine Zentrifugation in einer Millipore Ultrafree Filtereinheit (Eppendorf-
Tischzentrifuge, 2000 rpm, 10 min, RT) werden Polyacrylamidbruchstiicke von der wissrigen
Losung abgetrennt. Durch Zugabe von 1/100 Volumenanteil 1 M MgCl,, 1/10 Volumenanteil
3 M Natriumacetat (pH 4.8) und 2.5 Volumenanteilen eiskalten absoluten Ethanol werden die
Oligodesoxyribonukleotide gefdllt. Nach dreiligminiitiger Kiihlung bei -20° C wird die DNA
abzentrifugiert (Eppendorf-Kiihlzentrifuge, 14000 rpm, 10 min, 4° C) und nach einem
Waschschritt mit 70 % Ethanol und Trocknen im Vakuumkonzentrator in 50 pl H,O (bidest.)
aufgenommen. Zur Konzentrationsbestimmung wird ein Aliquot dieser Losung 1:200

verdiinnt und die optische Dichte bei 260 nm gemessen.

Formamid-Auftragslosung: 0.1% (w/v) BPB
0.1% (w/v) XC
0.5 mM EDTA; pH 8.0
98% (v/v) Formamid

3.7.8. Isolierung von RNA aus Siugerzellen

Die RNA-Préparation erfolgt in Anlehnung an das Protokoll von Chomczynski & Sacchi
(Chomczynski und Sacchi, 1987).
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Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus eukaryontischen Suspensionszellen werden 1.5 -
2.0x 10® Zellen, verteilt auf zwei Falconpolypropylenrhrchen, sedimentiert (Heraeus
Multifuge 3 L-R, 1000 rpm, 5 min, RT). Die Zellen werden in 1x PBS gewaschen und erneut
sedimentiert. Jedes der beiden Zellpellets wird auf Eis in 1.5ml eiskalter Losung D
resuspendiert, im Vortex durchmischt, und 10 min auf Eis inkubiert (ZellaufschluB3). Die
Suspensionen werden auf vier QIAshredder-Homogenisatoren verteilt, diese in 2 ml
Eppendorf-Reaktionsgefile plaziert und dann fiir 2 min zentrifugiert (Eppendorf-
Kiihlzentrifuge, 14000 rpm, 4° C). Die vier erhaltenen homogenisierten Lysate werden mit je
75 ul 2 M Natriumacetat (pH 4.0) gemischt und 750 pl saures Phenol werden zugegeben. Die
Proben werden sogleich fiir 10 min im Kiihlraum geschiittelt. Nach Zugabe von jeweils
150 ul Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) wird die Suspension auf dem Vortex gut
durchmischt, und schlieBlich 15 min auf Eis inkubiert. Die Phasentrennung erfolgt durch
Zentrifugation (Eppendorf-Kiihlzentrifuge, 30 min, 4° C, 12000 rpm). Die obere Phase enthilt
die RNA und wird vorsichtig abgenommen und in ein sauberes Eppendorf-Reaktionsgefil3
tiberfiihrt. Hier ist es wichtig darauf zu achten, dall keine Kontamination durch Proteine und
DNA, die sich in der Interphase befinden, erfolgt. Die RNA wird durch Zugabe von einem
Volumen eiskaltem Isopropanol und einer zwanzigminiitigen Inkubation auf Eis gefillt, und
durch Zentrifugation (Eppendorf-Kiihlzentrifuge, 30 min, 4° C, 14000 rpm) sedimentiert. Der
Uberstand wird verworfen, das Prizipitat in 150 pl Losung D resuspendiert, die Proben
vereinigt und fiir weitere 15 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 2.5 Volumina absolutem
Ethanol, kann die RNA so fiir lingere Zeit stabil bei —20° C gelagert werden.

Zur weiteren Prozessierung wird die gefillte RNA sedimentiert (Eppendorf-Kiihlzentrifuge,
30 min, 4° C, 14000 rpm), einmal in 70 %igem Ethanol gewaschen, erneut fiir 5 min
zentrifugiert und im Vakuumkonzentrator lyophillisiert. Die getrocknete RNA kann
schlieBlich in 50 — 100 ul TE geldst werden. Eine Analyse erfolgt durch denaturierende
Agarosegelektrophorese (Abschn. 3.9.1.2.).

Losung A: 44 ml 7.22 M Guanidinium Thiocyanat Losung D: 10 ml Lésung A
2.6 ml 0.75 M Natriumcitrat, pH 7.0 72 ul B-Mercaptoethanol
4.0 ml 10% (w/v) N-Laurylsarcosin vor Gebrauch frisch zugeben

3.7.9. Poly(A)-Selektion

Uber die reversible Bindung des Poly(A)-Schwanzes an immobilisierten oligo(dT)-Gruppen
kann eukaryontische mRNA selektioniert werden. Die Interaktion ist bei RT und bei hoher
Ionenstirke stabil, wird jedoch unter Niedrigsalzbedingungen und erhohter Temperatur
wieder gelost.

Die Reinigung von mRNA wurde mit Hilfe des Oligotex Direct mRNA mini Kit (Qiagen)
nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
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3.8. DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzen wurden nach dem ,,Cycle Sequencing”-Protokoll (Slatko, 1994) von der

Firma Medigenomix (Martinsried) ermittelt.

3.9. Gelelektrophorese

3.9.1. Agarosegelelektrophorese

3.9.1.1. Agarosegelelektrophorese von DNA

Die Agarosegelelektrophorese wird in horizontalen Gelapparaturen durchgefiihrt. Je nach der
GroBe der zu trennenden Nukleinsdure-Fragmente schwankt die Agarosekonzentration
zwischen 0.7 % und 2 % (w/v). Als Gel- und Laufpuffer werden standardmifBig 1x TBE
verwendet, dal sich durch eine hohe Pufferkapazitit auszeichnet. Dient die
Agarosegelelektrophorese allerdings zur Auftrennung eines DNA-Fragmentes, daf3 spéter aus
dem Gel ausgeschnitten werden soll, hat es sich bewédhrt TAE-Gele mit TAE als Laufpuffer
zu verwenden.

Die aufzutrennenden Proben werden in 1x Auftragspuffer aufgetragen. Um die Nukleinsduren
unter UV-Licht sichtbar zu machen, wird der Gellosung unmittelbar vor dem Giellen
Ethidiumbromid (0.5 pg/ml Endkonzentration) zugesetzt. Die Elektrophorese erfolgt bei einer
Feldstirke von 5 — 8 V/cm. Hohere Feldstirken fithren zu einer verminderten Auflosung des
Gels.

3x Auftragspuffer: 30 % (v/v) Glycerin in H,O
0.45 % (w/v) BPB
0.45 % (w/v) XC
30 mM EDTA, pH 8.0

3.9.1.2. Denaturierende Formaldehyd-Agarosegelelektrophorese von RNA

Die Gelelektrophorese wird in horizontalen Gelapparaturen durchgefiihrt. Zur Inaktivierung
von RNasen werden der Gelschlitten, der Gelkamm und die Gelkammer fiir 1 h mit 1 M
NaOH bei RT inkubiert. Da einzelstringige RNA in der Lage ist Sekundirstrukturen
auszubilden (Abschn. 1.1.), wird Formaldehyd in die Gelmatrix als denaturierendes Reagenz
einpolymerisiert. Dies stellt sicher, daB3 die Auftrennung der RNA-Molekiile gemal3 ihrem
Molekulargewicht erfolgt. Zur Herstellung des Gels werden 2.4 g Agarose mit 144 ml H,O
(bidest.) erhitzt, bis die Agarose vollstindig gelost ist. Anschlieend wird auf ca. 60° C
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abgekiihlt. Daraufhin werden 20 ml 10x MOPS-Puffer und 36 ml 37%iges Formaldehyd
zugegeben, vorsichtig durchmischt und die Ldsung in einen geeigneten Gelschlitten
eingebracht. Das Aushirten des Gels erfolgt bei RT fiir ca 30 min.

Es werden nun 20 pg lyophilisierte RNA in 4.5 ul H,O (bidest.) gelost, und 1 ul 10x MOPS-
Puffer, 3.5 ul Formaldehyd sowie 10 pl Formamid zupipettiert, gemischt und 15 min auf dem
Heizblock bei 65° C inkubiert. AnschlieBend werden 2 pl RNA-Auftragspuffer zugegeben
und die Probe in eine Geltasche pipettiert.

Als Laufpuffer zur Elektrophorese dient 1x MOPS-Puffer. Der Laufpuffer wird zur
Regeneration wahrend der Elektrophorese mittels einer Peristaltikpumpe umgewélzt. Die
Elektrophorese erfolgt bei einer Feldstirke von 5 V/ecm und wird gestoppt, wenn das

Bromphenolblau des Auftragspuffers das untere Ende des Gels erreicht.

10x MOPS-Puffer: 0.4 M MOPS, pH 7.0 RNA-Auftragspuffer: 50 % (v/v) Glycerin
0.1 M Natriumacetat 1 mM EDTA, pH 8.0
0.01 M EDTA, pH 8.0 0.25 % (w/v) Bromphenolblau

0.25 % (w/v) Xylenxyanol

3.9.2. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgt unter denaturierenden Bedingungen
(0.1% (w/v) SDS) iiber eine eindimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli,
1970).

3.9.2.1. Herstellung der Gele

* Minigelapparatur:

Zum GieBen der Gele und fiir den Gellauf werden Mini-Gelapparaturen, Abstandhalter und
Kamme der Firma Hoefer verwendet. Zwei gut gereinigte Glasplatten mit den Ausmaf3en von
10 cm x 11 cm werden mit zwei Abstandhaltern (0.75 bzw. 1.0 mm) in einer GieBapparatur
vertikal fixiert. Um die Apparatur abzudichten, muf} ein ca. 0.5 cm hoher Sockel Trenngel
zwischen den beiden Glasplatten gegossen werden. Man 1463t diesen 5 min auspolymerisieren
und fiillt das Trenngel bis zu einer Hohe von ca. 4.5 cm zwischen beiden Glasplatten auf. Nun
wird rasch, um eine glatte Gelfront zu erhalten, mit wenig destilliertem Wasser vorsichtig
iiberschichtet. Die Polymerisation des Trenngels ist nach ca. 30 min beendet. Nach Abgiel3en
des Wassers wird das Sammelgel 2 cm hoch iiber das Trenngel gegossen und sofort der
Kamm eingesetzt. Nach ungefdhr 15 min ist die Polymerisation des Sammelgels beendet. Der
Kamm wird vorsichtig entfernt und das Gel in eine vertikale Gelelektrophoreseapparatur mit
1x TGS als Laufpuffer eingesetzt. Die Proteinlosungen werden vor dem Auftragen auf das

Gel mit einem Volumenanteil 2x SDS-Auftragspuffer gemischt, 1 min bei 95° C erhitzt und
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unlosliche Bestandteile durch Zentrifugation abgetrennt (Eppendorf-Tischzentrifuge, 1 min,

14000 rpm, RT).

Trenngellosung [15% (85:1)]:

1.46 ml H,O (bidest.)
5.0 ml 30 % (w/v) Acrylamid

0.88 ml 2 % (w/v) Bisacrylamid
2.5 ml 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8

0.1 ml 10 % (w/v) SDS
33 1l 30 % (wW/v) APS
9 ul TEMED

8x SDS-Auftragspuffer:

Sammelgellosung (fiir 2 Gele):

6.2 ml H,O (bidest.)

1.70 ml 30 % (w/v) Acrylamid
0.7 ml 2 % (w/v) Bisacrylamid

1.3 ml 1 M Tris, pH 6.8
0.1 ml 10 % (w/v) SDS
50 ml 30 % (w/v) APS

25 ul TEMED

400 mM Tris-HCI, pH 6.8

8 % (w/v) SDS

40 % (w/v) Glycerin

0.5 % (w/v) Bromphenolblau
120 mM B-Mercaptoethanol oder 40 mM DTT

+ ,,Grofles” SDS-Polyacrylamid-Gel:
Zum GieBen grofer Polyacrylamidgele und fiir den Gellauf werden Gelapparaturen von APC

und Abstandhalter und Kdmme der Firma Hoefer verwendet. Die beiden gut gereinigten

Glasplatten 16 x 18 cm werden mit zwei Abstandhaltern (1 mm) in einer GieBapparatur

vertikal fixiert und das Trenngel wird zwischen den beiden Glasplatten bis zu einer H6he von

ca. 15 cm gegossen. Man iiberschichtet rasch mit destilliertem Wasser und 1d6t das Gel fiir ca.

180 min auspolymerisieren. Dann gie3t man das Wasser ab, setzt den Kamm ein und fiillt das

Sammelgel bis zum Erreichen des Glasrandes auf. Nach 15 min ist die Polymerisation

beendet und das Gel wird in die Gelelektrophoreseapparatur mit 1x TGS als Laufpuffer

eingesetzt. Die Proteinldsungen werden vor dem Auftragen auf das Gel mit einem achtel

Volumenanteil 8x SDS-Auftragspuffer gemischt, 1 min bei 95° C erhitzt und unldsliche

Bestandteile durch Zentrifugation abgetrennt (Eppendorf-Tischzentrifuge, 1 min 14000 rpm,

RT).
Trenngel 10% (170:1) Trenngel 12% (170:1) Trenngel 15% (170:1)
H,0 11.3 ml 9.2 ml 5.97 ml
30 % (w/v) Acrylamid 9.9 ml 11.9 ml 14.91 ml
2 % (w/v) Bisacrylamid 0.9 ml 1.1 ml 1.32 ml
Tris-HCI (pH 8.8) 7.5 ml 7.5 ml 7.5 ml
10 % (w/v) SDS 0.3 ml 0.3 ml 0.3 ml
30 % (w/v) APS 75 ul 75 pl 75 ul
TEMED 18 ul 18 ul 18 ul

Sammelgellosung: s.o.

8 x SDS-Auftragspuffer: s.o.
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3.9.2.2. Elektrophorese

* Minigelapparatur: Die elektrophoretische Auftrennung erfolgt bei konstant 20 mA fiir
1 bis 2 h unter Wasserkiihlung, bis das Bromphenolblau des Auftragspuffers den unteren
Glasplattenrand erreicht hat. AnschlieBend wird das Gel mit der gewiinschten Methode
gefarbt (Abschn. 3.9.2.3. —3.9.2.5)).

* ,,GroBles” SDS-Polyacrylamid-Gel: Die -elektrophoretische Auftrennung erfolgt bei
konstant 10-30 mA unter Wasserkiihlung fiir 6 bis 12 h, bis das Bromphenolblau des
Auftragspuffers den unteren Glasplattenrand erreicht hat. AnschlieBend wird das Gel auf eine
Nitrocellulosemembran {ibertragen (Abschn. 3.14.1.) oder durch Silberfarbung entwickelt
(Abschnitt 3.9.2.5.).

3.9.2.3. Anfirbung der Proteine durch Coomassie-Brillantblau-Fiarbung

Um Proteine nach erfolgter Polyacrylamid-Gelelektrophorese zu detektieren, werden sie im
Gel mit Coomassie Brillantblau angefarbt. Das Gel wird zunichst 60 min in Firbelosung und
anschlieBend in Entfarberlosung unter mehrfachem Wechseln des Entfarbers geschwenkt, bis
die Proteine als blaue Banden vor dem klaren Hintergrund sichtbar sind. Zum Trocknen wird
das Gel luftblasenfrei zwischen zwei in Wasser getrankte, durchsichtige Cellophanfolien in
einen Rahmen gespannt (,,Gel Drying Kit“, Promega) und iiber Nacht vertikal aufgestellt. Die

untere Nachweisgrenze dieser Farbung liegt bei ca. 200 ng Protein.

Entfirbelosung: 40 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigséure

Firbelosung: 0.2 % (w/v) Coomassie Brillant Blau R-250 in
45 % (v/v) Methanol
9.2 % (v/v) Essigsdure

3.9.2.4. Kolloidale Coomassie-Fiarbung der Proteine nach Neuhoff ez al.

Fiir die Anfarbung von SDS-Polyacrylamidgelen, deren Banden fiir die Massenspektrometrie
verwendet werden sollen, hat sich die Methode von Neuhoff & Ehrhardt (Neuhoff et al.,
1988) bewihrt. Die Sensitivitét liegt bei ca. 50 — 100 ng Protein, und ist daher hoher als bei
der klassischen Coomassie-Farbung. Die geringe Zahl an Reaktionsschritten vermindert
zudem den Eintrag von kontaminierenden Proteinen (Keratine etc.). Alle Schritte der SDS-
PAGE werden mit sauberen Materialien (in 10 % SDS, 0.5 M NaOH gewaschen) und mit

besonderer Sorgfalt vorgenommen.
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Das Gel wird in einem sauberen geschlossenen Plastikgefdll iiber Nacht in Farbeldsung
inkubiert. Am nichsten Tag wird die Farbelosung abgenommen, das Gel kurz in H,O (bidest.)
gewaschen, worauthin unmittelbar die gefirbten Proteinbanden auf klarem Hintergrund
sichtbar werden. Die gewiinschte Bande wird mit einem Einmalskalpell ausgeschnitten und in

ein sauberes Eppendorf-Reaktionsgefal iiberfiihrt.

Firbelosung: zuerst werden 80 g Ammoniumsulfat in 800 ml 2 % (w/v) Phosphorsédure (2 g 85 %
Phosphorsédure in 100 ml H,O bidest.) geldst;
dann werden 1 g Coomassie Brillant Blau G-250 in 20 ml H,O bidest. geldst, wovon
16 ml in die 10 % (w/v) Ammoniumsulfatldsung in 2 % (w/v) Phosphorsdure gegeben
werden;
kurz vor Gebrauch 200 ml Methanol zugeben und kriftig durchmischen;

3.9.2.5. Silberfirbung

Mit einer Silberfarbung (,,Silver Stain Kit: p/usone** der Firma Amersham Pharmacia Biotech)
lassen sich Proteine noch im Nanogrammbereich nachweisen. Alle Arbeiten werden in sehr

sauberen Plastikgefden exakt nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

3.9.3. Harnstoff-TBE-Polyacrylamidgelelektrophorese

Fiir die Anfertigung eines ultradiinnen Harnstoff-TBE-Polyacrylamidgels werden zwei
Glasplatten griindlich mit Spiilmittel gereinigt, mit destilliertem Wasser abgespiilt und mit
Ethanol trocken gerieben. Die Ohrenplatte (20 cm x 50 cm) wird mit 15 ml 5 %igem (v/v)
Dichlordimethylsilan (in Chloroform geldst) eingerieben und nach kurzem Trocknen mit
Ethanol poliert. Beide Platten werden dann - durch Abstandhalter (0,5 mm) getrennt -
waagerecht plaziert. Nach Einsetzen des Kammes werden 100 ml der entsprechenden
Gellosung mit 170 ul 30 %igem APS und 100 pl TEMED gemischt und die Losung sofort mit
Hilfe einer Plastikspritze mit Gummistempel zwischen die Platten gegossen. Dabei ist es von
Vorteil, wenn die Glasplatten am oberen Ende leicht erhoht liegen. SchlieBlich wird der
Gelkamm (,,Haifischkamm”) eingesetzt. Das Gel polymerisiert iliber einen Zeitraum von
mindestens 1.5 h aus.

Die Elektrophorese erfolgt in einer vertikalen Apparatur bei 1500 V (20 mA). Als Laufpuffer
wird 1x TBE verwendet. Vor dem Probenauftrag erfolgt ein Vorlauf {iber mindestens 30 min
bei 1500 V. Anschlieend werden die Geltaschen mehrere Male mit 1x TBE gespiilt, um den
aus dem Gel diffundierten Harnstoff zu entfernen. Die Proben werden mit abgeflachten
Pipettenspitzen aufgetragen. Fiir eine gleichmiBige Erwdrmung des Gels wahrend des Laufs

sorgt eine vor eine Glasplatte geklammerte Aluminiumplatte.
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Nach der Elektrophorese wird die Ohrenplatte vorsichtig abgenommen und die Haftplatte mit
dem Gel fiir 30 min in einer Losung aus 10 % (v/v) Essigsdure und 20 % (v/v) Methanol
eingelegt, um die DNA-Fragmente in der Gelmatrix zu fixieren. Das Gel wird mit
deionisiertem Wasser gespiilt, auf Whatman 3MM Papier iiberfiihrt, und 1 h bei 80° C im
Vakuum getrocknet. Das Gel wird mit Verstdrkerfolie bei —80° C autoradiographiert.

Gellosung: 6 %- 8 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid-Ldsung (19:1)
8 M Harnstoff
in 1x TBE
Die Gellosung wird frisch zubereitet, filtriert und entgast

3.10. Hybridisierung filtergebundener RNA: Northern Blot

Die als ,,Northern Blotf’ bezeichnete Prozedur dient dem Transfer der RNA eines RNA-
Agarosegels auf eine Nitrocellulosemembran.

Das denaturierende Formaldehyd-Agarosegel (Abschn. 3.9.1.2.) wird nach erfolgter
Elektrophorese fiir 20 min in 0.05 N NaOH geschwenkt. Die dadurch bewirkte partielle
Hydrolyse der RNA erleichtert den Transfer. Dann wird das Gel kurz in H,O (bidest.)
gewaschen und anschlieBend fiir 30 min in 20x SSC &4quilibriert. Nun wird der Blot nach
folgendem Schema aufgebaut (Kapillartransfer):

Das Gel wird mit der Unterseite nach oben auf zwei Whatman-Filterpapiere auf einem
,»Docht” aus Whatman-Filterpapier plaziert, dessen Enden aus einem geeigneten Behélter (der
1 h mit 1M NaOH bei RT inkubiert wurde) 20x SSC aufsaugen. Direkt auf das Gel wird
luftblasenfrei die in 20x SSC é&quilibrierte Nitrocellulosemembran plaziert, wobei
KurzschluBkapillarfliie durch Aufbringen von Parafilm verhindert werden. Auf die Membran
werden zwei weitere Lagen Whatman-Filterpapier (in 20x SSC &dquilibriert) gelegt. Dem
schliet sich nochmals eine Schicht von 5 trockenen Whatman-Filterpapiern geeigneter
Dimensionen an. Darauf bringt man eine ca. 5 — 8 cm dicke Schicht aus saugfiahigem Zellstoff
auf, die mit einer Glasscheibe und einem ca. 500 g schweren Gewicht komprimiert wird. Der
Puffer steigt durch Kapillarkraft auf und wandert durch das Gel hindurch bis in die
Zellstofflagen, wobei die RNA-Molekiile auf die Membran transferiert und immobilisiert
werden. Der Transfer erfolgt iiber Nacht im Abzug. Danach wird die Membran zum Fixieren
fiir 15 min in 5 % (v/v) Essigsdure geschwenkt. Daran schlief3t sich eine Anfarbung der RNA
durch Methylenblau fiir 5 min an. Die Entfirbung der Membran erfolgt durch Schwenken in
H,O (bidest.). Bei der Analyse von Gesamt-RNA-Préaparationen konnen durch die Lage und
das Erscheinungsbild der sichtbar werdenden Untereinheiten der ribosomalen RNA,
Riickschliisse auf den Zustand der RNA gezogen werden. SchlieBlich wird die Membran

zwischen zwei Whatman-Filterpapieren getrocknet.
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Die Membran wird zur Hybridisierung in 6x SSPE &dquilibriert und in Hybridisierungs-
rohrchen eingebracht, so dal die RNA-Seite nach innen weist. Dann wird 5 ml
Prahybridisierungslosung eingebracht und im Rotationsofen fiir 3 h bei 42° C prahybridisiert.
Die radioaktive Sonde wird nun in 5 ml Prihybridisierungslosung gegeben und iiber Nacht
bei 42° C im Rotationsofen hybridisiert. Doppelstringige DNA-Proben werden vorher fiir
10 min bei 95° C inkubiert und im Eisbad abgeschreckt. Der erste Waschschritt erfolgt durch
Zugabe von 10 ml 2x SSC/0.1 % SDS fiir 5 min bei RT. Dem schliet sich ein Waschschritt
mit 0.2x SSC/0.1 % SDS fiir 5 min bei RT an. Ist der Hintergrund nach diesen Waschschritten
noch zu hoch, kann mit hoherer Stringenz weitergewaschen werden. Dazu werden 10 ml
0.2X SSC/0.1 % SDS auf 42° C vorgewarmt, und fiir 15 min bei 42° C mit der Membran im
Rotationsofen inkubiert. Dieser Schritt wird nochmals wiederholt. SchlieBlich wird der Blot

in Plastikfolie eingeschweiflt und bei -80°C mit einer Intensivierungsfolie

autoradiographiert.
Prihybridisierungslosung: 6x SSPE
5x Denhardt’s Losung
100 pg/ml ultraschallbehandelte Lachssperma-DNA
50 % (v/v) Formamid, deionisiert
0.5 % (w/v) SDS
50x Denhardt’s Losung: 1 % (w/v) Ficoll 400

1 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon
1 % (w/v) BSA (Fraktion V, Sigma)

Deionisierung von Formamid: 8 ml einer AG 501-X8 Saule (BioRad) werden in einem
50 ml Falconréhrchen mit 37 ml Formamid iiberschichtet
und fiir 16 h bei RT auf einem Roller-Mixer gemischt.

3.11. Reverse Transkription

Zur Isolation der intronfreien (Abschn. 1.1.) DNA-Sequenz wird aus préparierter mRNA bzw.
Gesamt-RNA mittels Reverser Transkriptasen, welche RNA-abhéngige DNA-Polymerasen
darstellen, sogenannte cDNA (,,complementary DNA”) hergestellt. Da reife mRNAs am 3’-
Ende iiblicherweise einen Poly(A)-Schwanz besitzen, konnen Oligo(dT)-Primer als
Startstellen fiir die cDNA-Synthese durch Reverse Transkriptasen fungieren. Kommerziell
erhéltlich sind zwei verschiedene Enzyme, und zwar die Reverse Transkriptase des Vogel-
Myeloblastosis-Virus (AMV) und diejenige des Moloney-Mauseleukdmievirus (MMLYV).
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« Reverse Transkription von poly(A)"-RNA: Vor der reversen Transkription wird die RNA
zusammen mit dem Oligo(dT)-Primer 5 min bei 65° C inkubiert, dann auf Eis abgeschreckt,
um Sekundidrstrukturen in der RNA aufzulésen und das Anlagern des Primers zu
ermdglichen. Der Reaktionsansatz enthilt 400 ng poly(A)'-RNA, 2.5 pg Oligo(dT);s-Primer,
1 mM dNTPs, 17.5 U RNasin, 5 pg BSA, H,O (bidest.) und 60 U Reverse Transkriptase in

einem Endvolumen von 50 pl.

* Reverse Transkription von Gesamt-RNA: 30 ug Gesamt-RNA und 20 pmol Oligo(dT);s-
Primer werden in einem Gesamtvolumen von 30 ul aufgenommen und 5 min bei 65° C
inkubiert. Der Heizblock wird ausgestellt und mit dem Reaktionsansatz langsam auf RT
abgekiihlt, wodurch das Anlagern der Primer an die Poly(A)-Schwiénze der mRNA ermoglicht
wird. Dann wird eine geeignete Menge des vom Hersteller bereitgestellten Reaktionspuffers,
2mM dNTPs, 20 U RNasin, 60 U Reverse Transkriptase und H,O (bidest.) zu einem
Endvolumen von 50 ul zugegeben.

Beide Reaktionen werden 60 min bei 42° C (AMV) bzw. 37° C (MMLYV) inkubiert und
anschlieBend das Enzym durch 5 min Inkubation bei 95° C inaktiviert. Das Produkt der
Erststrangsynthese kann bei —20° C gelagert werden, und dient als Matrize fiir PCR-
Reaktionen (Abschn. 3.6.9.1.).

3.12. Isolierung und Identifizierung von cDNA-Klonen mittels
Durchmustern einer Genbank

3.12.1. Vermehrung und Reinigung von Lambda-Phagen

Es wurde eine humane colorektale Adenokarzinom-Genbank verwendet, die mit dem
Bakteriophagen ADR2 konstruiert wurde (Clontech), einem Derivat von Agtl1, das zusétzlich
DNA-Sequenzen aus dem Epstein-Barr-Virus enthélt (aus dem Vektor pDR2), die eine
spitere Vermehrung als episomales Plasmid in permissiven Zellinien ermoglichen. Der
Bakteriophage kann theoretisch cDNA bis zu einer Lange von 7 kb aufnehmen.

Die Phagenvermehrung und ihre Isolierung aus Plattenkultur, die Titerbestimmung, wie auch
die Reinigung der Phagen-DNA wurde nach Angaben des Herstellers (Clontech, Protokoll
#PT1011-1) durchgefiihrt.

10x A-Puffer: 50 mM Tris-HCI, pH 7.5 1x A-Verdiinnungspuffer (SM- 10 ml 10x A-Puffer
100 mM MgSO, Losung): 0.5 ml 2 % Gelatine
2 M NaCl
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3.12.2. Durchmustern der Genbank

» Ausplattieren der Genbank: Es werden 15 cm @ LB-Platten (10 mM MgSQO4) am besten
zwei Tage vor dem Beginn des Experiments gegossen und im Laminarflul einer
Sterilwerkbank getrocknet. Die Platten werden dann fiir mindestens 4h bei 37°C
vorgewarmt. Eine geeignete Menge Phagen verdiinnt in 0.1 ml SM-Losung wird nun mit
0.6 ml einer UN Kultur (2 —4 x 10" Bakterien/ml) von E. coli K802 (in LB-Medium mit
10 mM MgSO4 + 0.2 % Maltose) fiir 15 — 20 min bei 37° C inkubiert (Phageninfektion). Der
Phagentiter wird dabei so gewéhlt, da3 ca. 30000 pfu auf eine 15 cm @ Schale ausplattiert
werden. Nun werden sogleich 8 ml einer auf 58° C vorgewéarmten Top-Agarose zugegeben,
durchmischt und rasch in die Mitte der vorgewédrmten Platten gegossen. Ein einmaliges
Schwenken der Schale verteilt den Top-Agar. Nun ist es wichtig die Schalen auf eine ebene
Unterlage zu stellen, damit der Top-Agar gleichméBig fest wird. Danach wird bei 37° C iiber

Nacht inkubiert, bis deutliche Plaques im Bakterienrasen sichtbar werden.

* Herstellung von Filterabziigen: Von den einzelnen Platten wurden drei Filterabziige
generiert. Die Nitrocelluloserundfilter (@ 13 cm) werden zunédchst 5 min in 0.5 M NaCl
gebadet und auf Whatman 3MM Papier angetrocknet, gerade so, dal3 ihre Oberfldache nicht
mehr glinzt, die Filter aber noch feucht sind. Die Filter werden nun vorsichtig mit Hilfe einer
Pinzette in der Mitte der Platte aufgesetzt und durch ein vorsichtiges Abrollen auf die Platten
aufgebracht. Mit der Pinzette wird der Filter insbesondere am Rand durch vorsichtigen Druck
glattgestrichen. Werden drei Filterabziige gemacht, so verbleibt der erste Filter 1 min, der
zweite Filter 2 min und der dritte Filter 3 min auf der Platte. Die Filter werden
gekennzeichnet und ihre Orientierung durch asymmetrische Markierung mit einem
Labormarkerstift, sowie drei feine Nadelstiche durch die Membran hindurch (bis zum
Plattenriicken) festgehalten. AnschlieBend werden die Filter mit einer Pinzette vorsichtig
abgenommen und mit der belegten Seite nach unten zunichst 2 min in Denaturierungsldsung,
dann 5 min in Neutralisierungslésung und schlieBlich 2 min in 6x SSC in runden Glaswannen
gebadet. Die jeweiligen Losungen konnen fiir ca. 15 Filter verwendet werden. Schlielich
werden die Rundfilter, zwischen Whatman 3MM Papier eingelegt und bei 80° C fiir 2 h
gebacken.

* Hybridisierung der Filterabziige: Die Hybridisierung in dieser Arbeit wurde mit einer
298 bp Sonde durchgefiihrt, welche komplementiar zum 5°-Ende der PAQ cDNA ist, und mit
Hilfe der Primer 5*-pepl dkfz und 3*-pepl dkfz (Abschn. 2.7.) durch PCR aus HeLa cDNA
(erster Strang) amplifiziert und radioaktiv markiert (Abschn. 3.6.9.4.), sowie iiber DES52-
Chromatographie (Abschn. 3.7.4.) gereinigt wurde. Die getrockneten Filter werden in H,O
(bidest.) befeuchtet und danach zweimal fiir 30 min in 6x SSC/0.1 % (w/v) SDS bei RT
gewaschen, um anheftende Bakterienreste zu beseitigen. Es ist wichtig darauf zu achten, daf3

die Filter ab jetzt nicht mehr komplett austrocknen, weil sie sonst nicht zweimal verwendet
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werden konnen. Die gereinigten Rundfilter werden nun in Préhybridisierungspuffer bei 42° C
fiir 4 h inkubiert. Es werden dabei nicht mehr als 15 Filter pro Glasschale eingesetzt. Am
Abend wird die Sonde fiir 15 min bei 95° C aufgekocht und im Wasserbad abgeschreckt. Der
6x SSC-Puffer fiir die Hybridisierungslosung wird 10 min  aufgekocht um
Nukleasekontaminationen zu inaktivieren. Nun werden mindestens 10’ cpm der Sonde in
100 ml Hybridisierungspuffer gegeben, und dieser unter Vermeidung von Luftblasenbildung
in die Glasschalen eingebracht, und mit den Rundfiltern iiber Nacht bei 42° C inkubiert. Am
nichsten Tag erfolgen zundchst zwei Waschschritte a 10 min mit 6x SSC/0.1 % (w/v) SDS
bei RT. AnschlieBend werden die Rundfilter fir zweimal 15min bei RT mit
2x SSC/0.1 % (w/v) SDS gewaschen. Dem schlie3t sich das Waschen bei 42° C fiir 15 min
mit 2x SSC/0.1 % (w/v) SDS an. Zum Schluf3 wird zweimal mit 0.2x SSC/0.1 % (w/v) SDS
bei 65° C fiir jeweils 10 min gewaschen. Jetzt werden die Filter kurz auf Whatman 3MM
Papier angetrocknet, aber noch feucht mit der DNA-Seite nach oben auf ein mit Polyethylen
beschichtetes Papier gegeben, auf der sich die Filter selbst ansaugen. SchlieBlich werden die
Filter mit Haushaltsfolie luftdicht abgedeckt und ein bis drei Tage unter Verwendung einer
Verstérkerfolie bei —80° C exponiert.

* Vereinzeln der positiven Phagen: Nach Autoradiographie werden die positiven Signale
den entsprechenden Plaques auf den Platten zugeordnet. Doppelt-positive Phagen werden
mittels einer abgeschnittenen 1 ml Pipettenspitze im Bereich von 3 — 5 mm Durchmesser aus
der Platte ausgestochen und in 1 ml SM-Ldsung iiber Nacht bei 4° C sanft geschiittelt. Die
eluierten Phagen konnen nach erneuter Bestimmung des Titers ernaut wie beschrieben

ausplattiert werden (zweite Runde). Hier geniigt es ca. 1000 Phagen pro Platte

auszuplattieren.
Top-Agarose: 0.5 % (w/v) Agarose Denaturierungslosung: 0.4 M NaOH

10 mM MgSO, 1.5 M NaCl
Prihybridisierungslsg: 6x SSC Neutralisierungslésung: 0.5 M Tris-HCI, pH 5.5

5x Denhardt’s Lsg. 1.5 M NaCl
0.1 % (w/v) SDS

50 % (v/v) Formamid

100 pg/ml DNA

Hybridisierungspuffer: 6x SSC
5x Denhardt’s Lsg.
0.1 % (w/v) SDS
50 % (v/v) Formamid
100 pg/ml DNA
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3.12.3. Umwandlung der lysogenen Phagen in Plasmide durch Cre-
Rekombinase

ADR2 besitzt zwei vom Phagen Pl-stammende /oxP-Rekombinationssequenzen, die eine
Zirkularisierung der Phagen DNA zu einem Plasmid, nach Infektion in einen
Restriktionsendonuklease-negativen E coli-Stamm, der Cre-Rekombinase exprimiert (in
diesem Fall E. coli AM1), erlaubt.

Eine 1 ml UN Kultur (Inkubation bei 31° C !) von E coli AMI in LB-Medium mit 10 pg/ml
Tetracyclin wird sedimentiert (Eppendorf-Tischzentrifuge, 14000 rpm, 1 min, RT), der
Uberstand verworfen und die Bakterien in 1 ml sterilem 10 mM MgSO, resuspendiert. Die
Suspension wird sogleich mit 10 mM MgSO4 1:10 verdiinnt, und 4 ul der verdiinnten
Suspension mit 30 pul Phagensuspension (in A-Verdiinnungspuffer) positiver Plaques aus dem
Genbank-,,Screen” fiir 30 min bei 30° C (ohne Schiitteln) inkubiert. Danach werden 80 pl
2x YT-Medium zugegeben und fiir 1 h bei 32° C im Schiittler inkubiert. Nach Zugabe von
2 ul 10 mM IPTG-Losung wird fiir eine weitere Stunde bei 32° C inkubiert. Daran schlief3t
sich eine Zugabe von Carbenicillin (Endkonzentration 50 pg/ml) und Natriumcitrat
(Endkonzentration 20 mM) an, und es wird fiir 2 h bei 32° C im Schiittler inkubiert. Nun
werden 4 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 10 mM Natriumcitrat im Wasserbad
auf 45° C vorgewédrmt. Die Bakterienkultur wird zum vorgewidrmten Medium gegeben und
tiber Nacht bei 37° C im Schiittelinkubator vermehrt. Am nichsten Tag wird aus 3 ml dieser
UN Kultur durch Minipriparation (Abschn. 3.7.5.) die Plasmid-DNA gewonnen, mit den
restlichen 1 ml Kultur wird eine 300 ml LB (100 pg/ml Ampicillin) Kultur beimpft, aus der
groB3e Mengen Plasmid-DNA (Abschn. 3.7.6.) gewonnen werden.

3.13. Proteinchemische Techniken

3.13.1. Herstellung von Zellkernextrakten

3.13.1.1. Kernextrakte aus HeLa-Zellen

Die Préiparation und die Extraktion von HeLa-Zellkernen wird in Anlehnung an das Protokoll
von Dignam und Mitarbeitern durchgefiihrt (Dignam et al., 1983). Alle Schritte werden wenn
moglich auf Eis und im Kithlraum durchgefiihrt. Es werden HeLa-Zellen mit einer Dichte von
5.5x10°/ml aufgearbeitet. Die Zellen werden abzentrifugiert (Beckman J-6B, 10 min,
3000 rpm, 4°C) und das Sediment mit wenig Uberstand auf 50 ml Falcon
Polypropylenrohrchen aufgeteilt.
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Durch erneute Zentrifugation (Heraeus Multifuge 3L-R, 2500 rpm, 4° C) wird der restliche
Uberstand quantitativ entfernt. Die Pellets werden mit je 45 ml 1x PBS gewaschen und
zentrifugiert (Heraeus Multifuge 3L-R, 2500 rpm, 4° C). Das Volumen des Sedimentes (PCV,
wpacked cell volume*) wird bestimmt, sollte jedoch unter 5 ml pro Réhrchen liegen. Ist es
groBer, werden die Zellen auf mehrere Rohrchen verteilt.

Ab dem folgenden Schritt werden alle Arbeiten bei 4° C im Kiihlraum durchgefiihrt. Nach
Abdekantieren des iiberstehenden Puffers werden die R6hrchen mit HB-Puffer aufgefiillt, die
Zellen vorsichtig resuspendiert und zentrifugiert (Heracus Multifuge 3L-R, 2500 rpm, 5 min,
4° C). Der Puffer HB liefert hypotone Bedingungen, was zum Anschwellen der Zellen fiihrt.
Das Volumen des Sediments (SCV, ,.swollen cell volume*) wird bestimmt und der Uberstand
vorsichtig abdekantiert. Das SCV sollte bei Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase
zweifach hoher sein, als das PCV. Niedrigere Werte lassen darauf schlieBen, da3 die Zellen
nicht richtig gewachsen sind. Die Sedimente werden im insgesamt vierfachen SCV an
HB-Puffer suspendiert und fiir weiter 10 min auf Eis schwellen gelassen. Der Fortgang des
Anschwellens wird im Lichtmikroskop tiberpriift, wobei ein davor entnommenes Aliquot als
Referenz dient. AnschlieBend wird die Suspension in einen vorgekiihlten Glashomogenisator
(Typ B) mit dicht sitzendem Pistill tiberfiihrt. Die Zellsuspension wird durch 15 harte Stofe
mit dem Pistill B homogenisiert. Bei diesem Vorgang platzt die duere Zellmembran, die
Zellkerne jedoch bleiben intakt, was im Phasenkontrastmikroskop kontrolliert wird. Es wird
zentrifugiert (Heraeus Multifuge 3L-R, 3900 rpm, 15 min, 4° C) und der Uberstand (Cytosol)
vorsichtig abgenommen. Es hat sich bei der Herstellung von transkriptionsaktiven
Zellkernextrakten bewéhrt, das Cytosol nicht quantitativ zu entfernen, sondern ca. 3 mm
Uberstand stehenzulassen.

Die Zellkerne werden mit einem halben Volumenanteil des Pellets (NPV) an kaltem
Niedrigsalzpuffer in den Homogenisator (Typ B) iiberfiihrt und die Suspension wird sechsmal
mit dem Pistill B sanft homogenisiert (an dieser Stelle konnen die Zellkerne in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei —80° C gelagert werden). Die Suspension wird in einem
Glasbecher vorgelegt, und auf Eis wird unter Riihren innerhalb von 30 min langsam ein
halbes NPV Hochsalzpuffer zugetropft (Endkonzentration KCI ca. 400 mM). Nach weiteren
30 min Riithren wird der Kernextrakt abzentrifugiert (Sorvall, SS34, 14000 rpm, 30 min,
4° C). Das Sediment der extrahierten Kerne wird getrennt weiterverarbeitet. Der klare
Zellkernextrakt wird in Dialyseschlauche tiberfiihrt und gegen BCO (Tris-HCI, pH 6.8 bei RT)
dialysiert, bis die Leitfahigkeit von BC100 erreicht ist (ca. 50 min). Es schlief3t sich ein letzter
Zentrifugationsschritt an (Sorvall, SS34, 17500 rpm, 20 min, 4° C), bevor der Zellkernextrakt
aliquotiert in fliissigem Stickstoff eingefroren wird.

Das verbliebene Kernsediment besitzt durch seinen hohen Gehalt an chromosomaler DNA
eine gummiartige Konsistenz. Es wird in den Homogenistator iibertragen und mit 1/4 (des
urspriinglichen) NP-Volumens TGME-Puffer versetzt, durch 20 StoBe mit dem Pistill A
homogenisiert, und in fliissigem Stickstoff weggefroren.
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HB-Puffer: 10 mM Tris-HCI (pH 6.8 bei RT)
1.5 mM MgCl,
10 mM KCI

Niedrigsalzpuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 6.8 bei RT)
25 % (v/v) Glycerin
20 mM KCl
1.5 mM MgCl,
0.2 mM EDTA

Hochsalzpuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 6.8 bei RT)
25 % (v/v) Glycerin
1600 mM KCl
1.5 mM MgCl,
0.2 mM EDTA

TGME-Puffer: 50 mM Tris-HCI (pH 7.3 bei RT)
25 % (v/v) Glycerin
5 mM MgCI2
0.2 mM EDTA

Der HB- der Niedrigsalz- und der Hochsalzpuffer werden mit Tris pH 6.8 bei RT eingestellt (entspricht pH 7.3
bei 4° C). Der TGME-Puffer wird mit Tris pH 7.3 bei RT eingestellt (entspricht pH 7.9 bei 4° C). Den Puffern
wird vor Gebrauch 5 mM DTT, 1 mM PMSF (Stammlosung 200 mM in DMSO) und 0.1 mM Benzamidin
(Stammldsung 0.1 M in DMSO) zugesetzt.

3.13.1.2. Kernextrakte aus Jurkat-Zellen (NAM-Protokoll)

Die Jurkat-Zellen, aus denen die Kernextrakte hergestellt werden sollen, werden bei einer
Dichte von 3x10°/ml — 6x10°/ml kultiviert. Die Zellen werden abzentrifugiert (Beckman J-6B,
10 min, 3000 rpm, 4°C), und die Pellets mit wenig Uberstand in ein 50 ml-Falcon-
Reaktionsgefal tiberfiihrt. Durch erneute Zentrifugation (Heraeus Multifuge 3L-R, 1000 rpm,
5 min, 4° C) wird der restliche Uberstand quantitativ entfernt. Das Pellet wird mit 45 ml
1x PBS gewaschen und zentrifugiert (Heraeus Multifuge 3L-R, 2000 rpm, 10 min, 4° C). Das
Volumen des Sedimentes (PCV, ,,packed cell volume**) wird bestimmt.

Ab dem folgenden Schritt werden alle Arbeiten bei 4° C im Kiihlraum durchgefiihrt. Nach
dem Abnehmen des iiberstehenden Puffers wird das Pellet in 4 PCV Niedrigsalzpuffer
aufgenommen und zentrifugiert (Heraeus Multifuge 3L-R, 2000 rpm, 10 min, 4° C).
AnschlieBend werden die Zellen in 2 PCV Niedrigsalzpuffer aufgenommen und solange
inkubiert, bis sie in dem hypotonischen Puffer angeschwollen sind. Dieser Vorgang wird
durch regelmiflige Kontrolle im Lichtmikroskop tiberpriift und nimmt normalerweise etwa
15-30 min in Anspruch. AnschlieBend wird die Suspension in einen vorgekiihlten

Glashomogenisator (Typ B) mit lose sitzendem Pistill {iberfiihrt.
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Die Zellsuspension wird durch harte Sto8e mit dem Pistill B solange bearbeitet, bis die
Cytoplasmamembran platzt (Phasenkontrastmikroskop). Die Kerne miissen bei dieser
Prozedur jedoch intakt bleiben. Die Trennung von Cytoplasma und Zellkernen erfolgt durch
Zentrifugation (Heraecus Multifuge 3L-R, 3000 rpm, 15min, 4°C). Der Uberstand
(Cytoplasma) wird vorsichtig abgenommen. Die Zellkerne werden in einem halben
Volumenanteil des Pellets (NPV) an kaltem Niedrigsalzpuffer im Homogenisator (10 leichte
StoBe, Pistill B) resuspendiert. Zu dieser Suspension wird innerhalb von 30 min langsam
unter vorsichtigem Mischen 1.5 NPV Hochsalzpuffer zugetropft (Endkonzentration 210 mM).
Nach weiteren 60 min Inkubation auf dem Drehrad wird der Extrakt abzentrifugiert (Sorvall,
SS34, 18000 rpm, 30 min, 4° C). Der klare Zellkernextrakt wird in Dialyseschlduche
tiberfithrt und gegen BCO (pH 7.3 RT) dialysiert, bis die Leitfahigkeit von BC100 erreicht ist
(ca. 50 min). Es schlieBt sich ein letzter Zentrifugationsschritt an (Sorvall, SS34, 18000 rpm,
20 min, 4° C), bevor der Zellkernextrakt in fliisssigem Stickstoff eingefroren und bei - 80° C
aufbewahrt wird.

Das Zellkernpellet wird wie beschrieben (Abschn. 3.13.3.1.) prozessiert.

Niedrigsalzpuffer: 10 mM Tris-HCI (pH 7.3 bei RT)
1.5 mM MgCl,
10 mM KCl
0.2 mM EDTA

Hochsalzpuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7.3 bei RT)
25 % (v/v) Glycerin
420 mM NacCl
1.5 mM MgCl,
0.2 mM EDTA

Die Puffer besitzen einen pH von 7.9 bei 4° C. Zu allen verwendeten Puffern frisch zugeben:
1 mM PMSF, 5 mM DTT, 0.1 mM Benzamidin.

3.13.1.3. Kernextrakte aus adharent wachsenden Zellen

Adhérente Zellen (F9, SW13, 293T) werden zweimal mit 1x PBS gewaschen und mit 10 ml
1x PBS/0.5 mM EDTA von einer 15 cm @ Schale abgelost. RoutinemiBig wurden dreifig
15 cm O Schalen in einem Experiment prozessiert, welche ca. 1 ml Kernextrakt ergeben. Die
Zellen werden sofort in 50 ml Falconrdhrchen auf Eis iiberfiihrt, und fiir 5 min zentrifugiert
(Heraeus Multifuge 3L-R, 1500 rpm, 4° C). Der Uberstand wird dekantiert und die Zellen
durch Zugabe von 45 ml eiskaltem 1x PBS (pro Falconrdhrchen) resuspendiert. Es wird
erneut fiir 5 min bei 4° C zentrifugiert (Heraeus Multifuge 3L-R, 1500 rpm). Der Uberstand
wird dekantiert und die Zellen werden mit Hilfe von eiskaltem 1x PBS in einem 15 ml

Falconr6éhrchen vereinigt, und durch Zentrifugation (Heraeus Multifuge 3L-R, 5 min,
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1500 rpm, 4° C) sedimentiert. Die folgenden Schritte finden im Kihlraum statt. Der
Uberstand wird abgenommen und das PCV (,,packed cell volume”) bestimmt. Die Zellen
werden nun im fiinffachen des PCV HB-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert
(Heraeus Multifuge 3L-R, 10 min, 4° C, 1500 rpm). Es erfolgt die Bestimmung des SCV
(,,swollen cell volume”). Nach Dekantieren des Uberstandes wird das Sediment in 5 PCV
HB-Puffer resuspendiert und 10— 15min auf Eis inkubiert. Das Anschwellen des
Zellvolumens wird kontrolliert (Phasenkontrastmikroskopie). Die Zellen werden nun durch
25 StoBe mit Pistill A im Homogenisator aufgebrochen. Es wird zentrifugiert (Heraeus
Multifuge 3L-R, 3900 rpm, 15min, 4°C) und der Uberstand (Cytosol) vorsichtig
abgenommen.

Die Zellkerne werden mit einem Volumenanteil des Pellets (NPV) an kaltem
Niedrigsalzpuffer in den Homogenisator (Typ B) iiberfiihrt und die Suspension wird sechsmal
mit dem Pistill B sanft homogenisiert. Die Suspension wird in einem Glasbecher vorgelegt,
und auf Eis wird unter Riihren innerhalb von 30 min langsam ein halbes NPV Hochsalzpuffer
zugetropft (Endkonzentration KCl 240 - 340 mM, je nach Zellinie; siche unten). Nach
weiteren 30 min Rithren wird der Kernextrakt abzentrifugiert (Sorvall, SS34, 14000 rpm,
30 min, 4° C). Das Sediment der extrahierten Kerne wird getrennt weiterverarbeitet. Der klare
Zellkernextrakt wird in Dialyseschlauche tiberfiihrt und gegen BCO (Tris-HCI, pH 6.8 bei RT)
dialysiert, bis die Leitfahigkeit von BC100 erreicht ist (ca. 30 bis 45 min). Es schlieB3t sich ein
letzter Zentrifugationsschritt an (Sorvall, SS34, 17500 rpm, 20 min, 4° C), bevor der
Zellkernextrakt aliquotiert in fliissigem Stickstoff eingefroren wird.

Das verbliebene Kernsediment besitzt durch seinen hohen Gehalt an chromosomaler DNA
eine gummiartige Konsistenz. Es wird in den Homogenistator iibertragen und mit 1/4 (des
urspriinglichen) NP-Volumens TGME-Puffer versetzt, durch 20 St6e mit dem Pistill A

homogenisiert, und in fliissigem Stickstoff weggefroren.

HB-Puffer: 10 mM Tris-HCI (pH 6.8 bei RT)
1.5 mM MgCl,
10 mM KCI

Niedrigsalzpuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 6.8 bei RT)
25 % (v/v) Glycerin
20 mM KCl
1.5 mM MgCl,
0.2 mM EDTA
0.1 mM EGTA

Hochsalzpuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 6.8 bei RT)
25 % (v/v) Glycerin
1600 mM KCI fiir SW13 und F9 Zellen, 1200 mM KCI fir 293T Zellen
1.5 mM MgCl,
0.2 mM EDTA
0.1 mM EGTA
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TGME-Puffer: 50 mM Tris-HCI (pH 7.3 bei RT)
25 % (v/v) Glycerin
5 mM MgCI2
0.2 mM EDTA

Die Puffer besitzen einen pH von 7.3 bei 4° C. Zu allen verwendeten Puffern frisch zugeben:
1 mM PMSF, 5 mM DTT, 0.1 mM Benzamidin.

3.13.2. Herstellung von Gesamtzellextrakten

Die Zellen werden durch Zentrifugation geerntet (Heraeus Multifuge 3L-R, 2000 rpm, 4° C,
5 min), zweimal mit 1x PBS gewaschen und in eiskaltem Lysis-Puffer fiir 15 min auf Eis
inkubiert. Die Suspension wird in fliissigem Stickstoff eingefroren, sogleich im Wasserbad
bei 37° C aufgetaut und sofort auf Eis gestellt. Mit Hilfe einer Plastikspritze (Kaniile 21G)
wird durch 15-maliges Aufziehen der Suspension die Kernmembran komplett zerstort.
Unlosliche Bestandteile werden durch Zentrifugation (Eppendorf-Kiihlzentrifuge, 14000 rpm,
10 min, 4° C) sedimentiert. Der Uberstand (Zellextrakt) wird aliquotiert in fliissigem
Stickstoff weggefroren.

Lysis-Puffer: 50 mM Tris-HCI, pH 7.5
500 mM NacCl
1 % (v/v) Igepal CA630
1.0 % (w/v) Natriumdeoxycholat
0.1 % (w/v) SDS
2 mM EDTA
frisch zugeben: 1 mM PMSF, 0.1 mM Benzamidin, 5 mM DTT

3.13.3. Heterologe Expression von Proteinen in E. coli

3.13.3.1. Expression

50 ml TBG-M9 Medium (mit dem jeweiligen Antibiotikum) werden mit einer Kolonie des
entsprechenden rekombinanten E. coli-Stammes angeimpft und iiber Nacht bei 37°C
geschiittelt. Am néchsten Tag wird die Kultur bei 37° C bis zu einer OD600 von 0.6 — 0.8
angezogen. Bei der Expression schwerloslicher Proteine hat es sich bewéhrt, die gesamte
Expression bei RT durchzufiihren. Die Expression des Proteins wird durch Zugabe von 0.5 —
2 mM IPTG induziert. Arbeitet man mit pET-Expressionsvektoren wird Zinkchlorid in einer
Endkonzentration von 1 uM zugegeben. Bei Plasmiden, die 3-Lactamase als Resistenzmarker
exprimieren, wird zusdtzlich nochmals frisches Ampicillin (Endkonzentration 100 pg/ml)

zugegeben.
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Nach weiteren 4 h Wachstum werden die Zellen im GSA-Rotor abzentrifugiert (15 min, 3500
rpm, 4° C) und anschlieBend das Naflgewicht des Bakteriensediments bestimmt. Die Zellen
konnen vor ihrer Weiterverarbeitung an dieser Stelle bei -20° C gelagert werden.

Der Verlauf der Induktion wird durch stiindliche Probenentnahme dokumentiert. Dazu
werden jeweils 1 OD600 Zellsuspension entnommen, in der Eppendorf-Tischzentrifuge
sedimentiert (30 s, 14000 rpm, RT), und in 40 ul 2x Harnstoff-Auftragspuffer aufgenommen.
Die entnommenen Proben erhitzt man 2 min bei 95° C und mischt kréftig auf dem Vortex.
SchlieBlich werden die Proben kurz auf Trockeneis eingefroren. Diese Prozedur wird dreimal
wiederholt, wobei die chromosomale DNA soweit fragmentiert wird, dal die Proben ihre
hohe Viskositét verlieren. Auf einem SDS-Proteingel (Abschnitt 3.9.2.) werden jeweils 15 pl
Aliquots analysiert.

2x Harnstoff-Auftragspuffer: 150 mM Tris-HCI, pH 6.8
8 M Harnstoff
4 % (w/v) SDS
0.5 % (w/v) Bromphenolblau
20 mM B-Mercaptoethanol

3.13.3.2. Native Aufarbeitung

Fiir die native Reinigung des iiberexprimierten Proteins suspendiert man die Bakterien in 4 ml
Lysis-Puffer pro Gramm NafBzellgewicht, dem folgende Proteaseinhibitoren frisch zugesetzt
worden sind: Leupeptin (in 50 mM Hepes-KOH, pH 7.6) ad 2 pug/ml, Aprotinin (in 50 mM
Hepes-KOH, pH 7.6) ad 2 pug/ml, Pepstatin A (in DMSO) ad 1 pg/ml, Benzamidin (in
DMSO) ad 0.1 mM, EDTA ad 1 mM (0.2 mM bei anschlieBender Chromatographie {iiber
Ni**-NTA-Séulen) und PMSF (in DMSO) ad 1 mM. Als Reduktionsmittel werden in der
Regel 20 mM [(-Mercaptoethanol (5 mM bei anschlieBender Chromatographie {iber
Ni*"NTA-Séulen) verwendet. Dieser und alle folgenden Arbeitsschritte werden im Kithlraum
auf Eis durchgefiihrt.

Die Zellen werden mit Hilfe von Ultraschall aufgeschlossen (Branson Sonifier W 250, spitze
Form r=0.25cm). Dabei ist es hilfreich eine Spatelspitze Lysozym zuzusetzen. Die
Bakteriensuspension wird in einem 50 ml Falconrohrchen eisgekiihlt dreimal 5 min bei einer
Pulsdauer von 30 % und einer Pulsstiarke von 3 Einheiten auf der Geriteskala beschallt, wobei
zwei Pausen von jeweils 5 min eingelegt werden. Das leicht bewegliche Lysat wird 30 min in
einem SS34-Rotor zentrifugiert (30 min, 18000 rpm, 4° C). Je ein Aliquot vom Uberstand und
Sediment wird fiir eine SDS-PAGE abgezweigt. Der pH-Wert des Lysats wird mit pH-Papier
iiberpriift, und gegebenenfalls auf pH 7.9 (4° C) nachgestellt.

Soll das Bakterienlysat auf vorgepackte Sédulen geladen werden, wird das Lysat 1.5 h bei 4° C
und 100000 g in der Ultrazentrifuge zentrifugiert.
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Optional schlieBt sich hier eine Ammoniumsulfatfallung an, die sich bei der Aufreinigung
rekombinanter Transkriptionsfaktoren bewihrt hat (Hoffmann und Roeder, 1991; Pognonec et
al., 1991). Zum Uberstand wird langsam ein Volumenanteil (20 ml) eiskaltes 20 mM
Tris-HCI, pH 7.3 unter Riihren zugegeben. Man tropft iiber einen Zeitraum von 30 min einen
Volumenanteil (20 ml) geséttigte Ammoniumsulfatlésung (pH 7.5) unter stindigem Riihren
zu (Endkonzentration 33 %). Danach wird die Losung fiir 1 h weitergeriihrt. Das Prézipitat
der Fillung wird in einem SS34-Rotor abzentrifugiert (30 min, 18000 rpm, 4° C), der
verbleibende Uberstand wird bei 4° C aufgehoben. Je ein Aliquot vom Uberstand und
Sediment wird fiir die Analyse mittels SDS-PAGE entnommen, wobei der Uberstand wegen
seines hohen Salzgehalts vor der Analyse gegen BC100 dialysiert werden mul.

Lysis-Puffer: 10 % (v/v) Glycerin
500 mM NaCl
20 mM Tris-HCI, pH 7.3 bei RT
oder pH 7.5 bei RT fiir anschlieBende Ni* "NTA-Chromatographie
0.1 % (v/v) Igepal CA630
Zugabe von Reduktionsmittel und Proteaseinhibitoren: siche Text

3.13.3.3. Denaturierende Aufarbeitung

Man nimmt die Zellen in 5 ml Puffer A pro g Bakteriensediment auf, mischt, und inkubiert
30 min bei RT unter sanftem Schwenken, bis die vollstindige Lyse der Zellen eingetreten ist.
Unlosliche Membran- und Lipidanteile werden abzentrifugiert (SS34, 18000 rpm, 15 min),
der Uberstand wird bei 4° C gelagert. Fiir die denaturierende Aufarbeitung hat es sich
bewihrt, bei 37° C eine so starke Uberexpression des rekombinanten Proteins herbeizufiihren,
daBl es grofBtenteils in den Bakterien als EinschluBkorpern vorliegt. Diese lassen sich durch
wiederholte Ultraschallbehandlung (siehe unten) aufreinigen, da hierbei nur zelluldre Proteine
in Losung gehen, nicht aber die EinschluBkorper. Meist wird nach dreimaliger

Ultraschallbehandlung ein weiles Sediment erhalten, das in 20 ml Lysis-Puffer D geldst wird.

Lysis-Puffer D: 6 M Guanidiniumhydrochlorid
0.1 M NaH,PO,
0.01 M Tris
pH mit NaOH auf 8.0 einstellen
durch Faltenfilter filtrieren
Zugabe von Reduktionsmittel bzw. Proteaseinhibitoren
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3.13.4. Bestimmung der Proteinkonzentration

3.13.4.1. Bradford-Bestimmung

Die Proteinkonzentration von Proteingemischen kann nach der Methode von Bradford
bestimmt werden. Zunédchst wird eine Eichkurve mit BSA erstellt. Der Nachweis beruht auf
der Beobachtung von Bradford, wonach das Absorptionsmaximum einer sauren Losung von
Coomassie Brillantblau nach Ausbildung von Proteinkomplexen von 465 nm zu 595 nm
verschoben wird. Fiir die Eichkurve werden 1-20ug BSA mit 1 ml 1:5 mit Wasser
verdiinnter und filtrierter Farblosung (Coomassie Brillantblau, Phosphorsdure, Methanol)
gemischt. Nach fiinfminiitiger Inkubation wird die Extinktion bei 595 nm gegeniiber dem
Leerwert bestimmt. Mit den Proteinproben wird analog verfahren und die
Proteinkonzentration aus der Eichkurve abgelesen. Erfahrungsgemial3 ergibt sich aus einer

Proteinkonzentration von 5 pug/ml eine Asgs von 0.2.

3.13.4.2. Photometrische Bestimmung nach Ehresmann

Aus den UV-spektroskopisch bestimmten Extinktionen bei den Wellenldngen 228.5 und

234.5 nm kann mit Hilfe folgender Gleichung die Proteinkonzentration errechnet werden:

Konzentration/[mg/ml] = (Az28.5-A2345)/3.14

3.13.4.3. Photometrische Bestimmung nach Gill und von Hippel

Der molare Extinktionskoeffizient von Proteinen kann aus der Aminosduresequenz bestimmt

werden (Gill und von Hippel, 1989) Der Berechnung liegt folgende Gleichung zu Grunde:
EM < a*eM Tyr T b*EMTrp T C* EM,Cys

em := molarer Extinktionskoeffizient bei 280 nm, emtyr , emTp » Emcys = molare
Extinktionskoeffizienten des entsprechenden Aminosdurerestes (Tyrosin, Tryptophan,
Cystein) bei 280 nm. Die Variablen a, b und c¢ geben die Anzahle der jeweiligen
Aminoséurereste im Protein an. Fiir eine reine Proteinpraparation 146t sich (bei bekannter
Aminosduresequenz) mit dem Lambert-Beerschen Gesetz die Proteinkonzentration
bestimmen.

¢ = Aggo/ergoed

c:= Konzentration [M,], Ajg0:= Absorption bei 280 nm, d:= Schichtdicke der Kiivette in [cm]
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3.13.5. Sdulenchromatographie

Fir die Chromatographie werden Sédulen entweder mit S&ulenmaterial beschickt oder es
werden bereits fertig gepackte Sdulen verwendet, die an das FPLC-, AKTA- oder SMART-
System (APB) angekoppelt werden. Selbstgepackte Sdulen werden zumeist {iber eine
P1-Pumpe (APB) betrieben. Die einzelnen Chromatographieschritte werden, wenn moglich
photometrisch (Ajgo, Azis) verfolgt, und die Séulenelutate fraktioniert gesammelt. Da die
Dimensionierung einer Siule von der spezifischen Bindungskapazitit sowie der
Proteinbeladung abhéngt, werden die verwendeten Volumina an Puffer und die FluBraten auf
das Saulenvolumen (engl. ,,column volume”, CV) bezogen. Chromatographieschritte am
SMART-System werden stets mit modifizierten Standardpufferrezepten durchgefiihrt, die nur
10 % (v/v) Glycerin enthalten, was die Viskositit des Laufmittels herabsetzt. Alle Puffer
werden vor ihrer Verwendung im Vakuum entgast und durch Filtration {iber

Celluloseacetatfilter (0.45 pm Millipore) von makroskopischen Partikeln befreit.

3.13.5.1. Phosphocellulosechromatographie

Das Kationenaustauschermaterial Phosphocellulose wird in einem Fraktionierungsschema
nach Roeder und Kollegen (Matsui ef al., 1980) als erstes eingesetzt, um die generellen
Transkriptionsfaktoren und Cofaktoren in einem HeLa-Kernextrakt chromatographisch
aufzutrennen. Phosphocellulose weist dariiber hinaus eine hohe Proteinbindungskapazitit auf
(10 — 20 mg/ml) und eignet sich daher auch gut zum Konzentrieren von Losungen mit

niedrigem Proteingehalt.

* Vorbereiten des Sdulenmaterials: Das Phosphocellulosematerial (P11, Whatman) wird in
Wasser gequollen und mehrmals mit Wasser gewaschen. Dabei 148t man das Sdulenmaterial
durch Gravitation absetzen. Es werden 25 Volumina (bezogen auf das gequollene Material)
0.5 N NaOH zugegeben und nach 5 min iiber eine Fritte im Membranpumpenvakuum
abgesaugt. Das Material wird im Wasser gewaschen, bis der Durchlauf einen pH-Wert von 11
erreicht hat. Nun wird die Phosphocellulose mit 25 Volumenanteilen 0.5 N HCI fiir 5 min
inkubiert, welche dann ebenfalls abgesaugt wird. Man wéascht so lange mit Wasser, bis ein
pH-Wert von 3 erreicht ist. Das Material wird iiber Nacht in 1 M Tris-HCI, pH 7.0
aquilibriert, bis der pH-Wert konstant bei pH 7.0 bleibt. Das Sdulenmaterial kann so bei 4° C
fiir mehrere Wochen aufbewahrt werden. Eine ldngere Lagerung sollte in Phosphatpuffer

erfolgen.

* Chromatographie: Eine Leersdule (,,Econo column”, BioRad) wird mit dem in BC100

aquilibrierten Phosphocellulosematerial unter GravitationsfluB3 beschickt, so dal} sich ein
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kontinuierliches homogenes Sdulenbett bildet. Auch die Sdulendimension ist (wie generell bei
der Ionenaustauscherchromatographie) entscheiden fiir den Erfolg. Gute Ergebnisse erzielen
Séulen mit einem groBen relativen Verhiltnis von Sdulendurchmesser zu Séulenldnge. Die
Menge des Sdulenmaterials richtet sich nach der zu ladenden Proteinmenge, wobei unter den
gewidhlten Bedingungen (100 mM KCI, Extraktvolumen:Siulenvolumen ungefdhr 1:1) ca.
50 % des Gesamtproteins eines Kernextraktes an die Sdule binden. Der Kernextrakt wird mit
einer konstanten FluBrate von 1 CV/h geladen. Die Siaule wird mit 10 CV BC100 bei einer
FluBrate von 5 CV/h gewaschen. Nachfolgende Elutionsschritte werden bei 3 CV/h realisiert,
Waschschritte generell bei 5 CV/h. Die drei Stufenelutionen werden mit BC300, BC500 und
BC850 durchgefiihrt. Das 0.3 M KCI-Eluat enthilt ca. 35 %, das 0.5 M KCI-Eluat ca. 10 %
und das 0.85 M KCI-Eluat ca. 4 % des Gesamtproteins.

3.13.5.2. DEAE-Cellulose-Chromatographie an DES2

Das schwache Anionentauschermaterial DEAE-Cellulose DE52 (Whatman) eignet sich gut
um Transkriptionsfaktoren aufzutrennen. Die Proteinbindungskapazitit ist mit 4 — 10 mg/ml
durchschnittlich.

* Vorbereiten des Sidulenmaterials: 100 g DE52-Material werden mehrmals in Wasser
gewaschen. Dabei 1468t man das Sdulenmaterial durch Gravitation absetzen. Anschliefend
wird das Sdulenmaterial {iber Nacht in 500 ml Puffer (0.5M Tris-HCI, pH 7.3; 0.5 M
Ammoniumsulfat, pH 7.9) dquilibriert. Es kann bei 4° C und 0.02 % Azid) liber mehrere
Wochen gelagert werden. Nach Abziehen des Puffers {iber eine Fritte im Pumpenvakuum,

wird das Material mehrfach mit BC-Puffer der gewiinschten lonenstirke gewaschen.

* Chromatographie: Eine Leersdule (,,Econo column”, BioRad) wird mit dquilibriertem
Sdulenmaterial unter Gravitationsflufl beschickt. Die Menge das Sdulenmaterials richtet sich
nach der zu ladenden Proteinmenge. Fiir eine optimale Auftrennung sollte man aber eine
Bindungskapazitdt von 4 — 5 mg/ml annehmen. Die Sdule wird mit einer konstanten FluBrate
von 1 -2 CV/h beladen, mit 10 CV Aquilibrierungspuffer bei einer FluBrate von 5 CV/h

gewaschen und mit einem Gradienten von 5 bis 10 CV bei einer FluBrate von 3 CV/h eluiert.

3.13.5.3. Kationenaustauscherchromatographie

Als starke Kationentauscher wurden vorgefertigte Sdulen (mit Sulfonsduregruppen als
funktionelle Gruppen) verwendet, die aufgrund der homogenen Zusammensetzung ihrer
Partikel, eine hohe Aufldsung gewéhrleisten (Mono S, APB).
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Ausmall und Stirke der Bindung eines Proteins an den lonentauscher hidngt von pH und
Ionenstirke des Puffers, dem isoelektrischen Punkt des Proteins und der Dichte der Ladungen
auf der Saulenmatrix ab. Die besten Reinigungsfaktoren erhilt man, wenn man die Sdulen an

der Kapazitéitsgrenze flir das zu reinigende Protein fahrt.

3.13.5.4. Anionenaustauscherchromatographie

Als starke Anionentauscher wurden vorgefertigte Mono Q-Sdulen (APB) eingesetzt, die
quartidre Amine als funktionelle Austauschergruppen enthalten. Es gilt sonst das gleiche, was

iiber die Kationenaustauscherchromatographie gesagt wurde.

3.13.5.5. GroBenausschluSichromatographie (Gelfiltration)

Die Gelfiltration ist neben der Proteinreinigung auch dazu geeignet, native GrdéBen von
Proteinen oder Proteinkomplexen abzuschdtzen, allerdings nur unter der Voraussetzung, dafl
diese eine liberwiegend globuldre Struktur aufweisen. Es wurden die Sdulen Superose 6 und
Superose 12 fiir das SMART-System, sowie Superdex 75 fiir die FPLC eingesetzt.

3.13.5.6. Nickel-NTA-Affinitatschromatographie

Als Siaulenmaterial wird mit Ni**-Ionen beladene immobilisierte Nitrilotetraessigsiure (NTA)
verwendet. NTA besetzt vier der sechs Ligandenbindungsstellen in der Koordinationssphére
des Ni*"-Ions. An die verbleibenden zwei Koordinationsstellen binden mit hoher Affinitit
rekombinante Proteine, die als Fusionsproteine mit einem Hexahistidinrest exprimiert werden.
Die Ni*"-NTA-Agarose wird in eine Econo-Siule von BioRad gepackt und nacheinander mit
H,O (bidest.) und Lysis-Puffer gewaschen. Als Pumpe wird das Modell P1 (Pharmacia)
verwendet. Das klare Bakterienlysat wird vor dem Laden der Sdule mit Imidazol, pH 7.9 (ad
5 mM) angereichert, um unspezifische Bindungen zu minimieren. Das Lysat wird mit 2 CV/h
auf die Sdule geladen. AnschlieBend wird mit 20 CV Nickel-Waschpuffer I (5 mM Imidazol)
und mit 20 CV Nickel-Waschpuffer II (15 - 20 mM Imidazol) gewaschen. Die Elution erfolgt
mit Nickel-Elutionspuffer. Es werden Fraktionen von 1/2 CV gesammelt, photometrisch auf
ihre Proteinkonzentration iiberpriift und die Proteine in der SDS-PAGE analysiert. Die Eluate
mit der hochsten Proteinkonzentration (in der Regel 3) werden vereinigt und entweder gegen

einen gewiinschten Puffer dialysiert, oder verdiinnt, um die lonenstirke zu reduzieren.
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Nickel-Waschpuffer I: 20 mM Tris-HCI (pH 7.5, bei RT)
500 mM NaCl
5 mM Imidazol
20 % (v/v) Glycerin
0.1 % (v/v) Igepal CA630
0.2 mM EDTA

Nickel-Waschpuffer II: wie Nickel-Waschpuffer I
aber 15 — 30 mM Imidazol
da die Affinitdt des Hexahistidinrestes zur Matrix von der jeweiligen
Proteinstruktur abhidngt, muf} die optimale Imidazolkonzentration
fiir jedes Protein experimentell getestet werden

Nickel-Elutionspuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7.5 bei RT)
500 mM NaCl
200 mM Imidazol
20 % (v/v) Glycerin
0.1 % (v/v) Igepal CA630

Bei Puffern frisch zugeben: 1 mM PMSF
0.1 mM Benzamidin
5 mM B-Mercaptoethanol
Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin A ad 1 pg/ml

3.13.5.7. Glutathion-Sepharose-Chromatographie

Die Chromatographie findet diskontinuierlich im Batch-Modus statt. Die Proteinlosung, die
das jeweilige Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsprotein enthélt, wird in einem
Falconrdhrchen mit Glutathion-Sepharose 4B (Proteinbindungskapazitit 5 — 10 mg/ml), die
im entsprechenden Puffer dquilibriert wurde, vermischt. Der Ansatz wird fiir 4 h bei 4° C auf
einem Drehrad inkubiert, anschlieBend abzentrifugiert (Heraeus Multifuge 3L-R, 1200 rpm,
Smin, 4°C). Das sedimentierte Sdulenmaterial, an welches spezifisch das GST-
Fusionsprotein gebunden hat, wird 3x mit je 50 CV BC500/1% (v/v) Igepal CA630
gewaschen (jeweils 10 min, Drehrad). Das Sdulenmaterial wird bei allen Waschschritten fiir
3 min, 1200 rpm, bei 4° C abzentrifugiert (Heraeus Multifuge 3L-R). Das Verfahren wird mit
BC1000/0.1% (v/v) Igepal CA630 und BC2000/0.1% (v/v) Igepal CA630 wiederholt.
Allerdings dauern die Waschschritte 30 min. Schlieflich wird die beladene Glutathion-
Sepharose in 4x CV BC2000 aufgenommen und kann so einige Wochen bei 4° C aufbewahrt
werden.

Sollt das GST-Fusionsprotein anschlieBend von der Matrix eluiert werden, wird
folgendermallen verfahren: Das Sdulenmaterial wird abzentrifugiert, der liberstehende Puffer
verworfen und die Matrix in BC100 d&quilibriert. Die Elution wird mit 5x 1CV
BC100/10 mM Glutathion durchgefiihrt (15 min, 4° C, Drehrad).
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Die Eluate werden jeweils nach Zentrifugation abgenommen und anschlieBend photometrisch
sowie mittels SDS-PAGE analysiert. Eluate mit der Hauptmenge an GST-Fusionsprotein (in
der Regel 2) werden vereinigt, gegebenenfalls dialysiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren
und bei —80° C gelagert.

Allen Puffern wird frisch 1 mM PMSF, 0.1 mM Benzamidin, ] mM DTT sowie Aprotinin und Leupeptin ad
1 pg/ml zugegeben.

Glutathion oxidiert leicht und mufl daher frisch eingewogen werden. Es empfiehlt sich eine 100 mM
Stammlésung in 200 mM Tris-HCIL, pH 7.3 anzusetzen (pH-Kontrolle! mit NaOH auf pH 7.3 einstellen).

3.13.5.8. Heparin-Sepharose-Chromatographie

Mit einer Heparin-Sepharosematrix lassen sich viele rekombinante DNA-bindende Proteine
mit einem im basischen liegenden isoelektrischen Punkt gut von E. coli- Proteinen abtrennen.
Deshalb schliefit sich der Nickelsdule oft eine Heparinsdule an, wenn hohe Reinheitsgrade
einer Proteinprdparation gefordert sind. Mit einer Proteinbindungskapazitit von 10 mg/ml
eignet sich dieser Kationenaustauscher mit den Eigenschaften eines DNA-Analogons auch gut
zum Konzentrieren einer Proteinlosung. Ausgewihlte Elutionsfraktionen, z.B. einer
Nickel-NTA-Sdule, werden vereinigt und weiter aufgereinigt. Heparin-Sepharose CL-6B
(APB) wird in eine Econo-Sdule (BioRad) gepackt, mit H;O (bidest.) gewaschen und in
einem entsprechenden Puffer dquilibriert. Die Sdule wird mit 2 CV/h beladen. Nach dem
Waschen mit 20 CV Heparin-Waschpuffer werden die gebundenen Proteine mit Heparin-
Elutionspuffer eluiert (Fraktionsgrofe 1/2 CV). Die Eluate werden anschlieBend sowohl
photometrisch als auch durch SDS-PAGE kontrolliert. Die Proteinlésungen werden

aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei - 80° C autbewahrt.

Heparin-Waschpuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7.3 bei RT)
1 mM EDTA
200 mM KCl
20 % (v/v) Glycerin

Heparin-Elutionspuffer: 20 mM HEPES (pH 7.3 bei RT)
1 mM EDTA
500 mM KCl
20 % (v/v) Glycerin

Bei Puffern frisch zugeben: 5mM DTT
0.2 mM PMSF
0.1 mM Benzamidin
Aprotinin, Pepstatin A und Leupeptin ad 1 pg/ml
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3.13.6. Affinitatschromatographie an immobilisierten GST-
Fusionsproteinen

3.13.6.1. Herstellung der Séiulen

Die Herstellung der Sdulen erfolgt im Prinzip wie unter 3.13.5.7. beschrieben. Die Sédulen
werden mit der entsprechenden Menge an GST-Fusionsprotein beladen, so dal3 sich eine
finale Konzentration von 1 — 3 mg/ml Sédulenmaterial ergibt. Es werden Affinitdtssdulen
bestechend aus den GST-Fusionen mit den folgenden Aktivierungsdoméinen (siche
Abschn. 1.2.5.2.) verwendet: GST-VP16, GST-VP16:H1, GST-VP16:H1(F442P Mutante),
GST-VP16:H2, GST-VP16:H2 (F473A, F475A, F479A Mutante). Die ,,Mutanten”-Séulen
dienen dabei als Spezifitidtskontrolle, um Proteine auszuschlieen, die aufgrund von
Ionentauschereffekten an die Affinitdtsfunktion binden. Um GST-bindende Proteine zu
entfernen, wird GST-Glutathion-Sepharose (2 mg/ml) als ,,Vorsdule” verwendet. Die Sdulen
werden vor ihrem Einsatz in HEGN100-Puffer (Abschn. 2.5.1.) dquilibriert.

Der Einsatz von GST-Fusionsproteinen hat sich bewiéhrt, da so eine gerichtete Bindung der
Affinitdtsgruppe an die Sdulenmatrix stattfindet. Zudem dimerisiert GST, was zu einer

relativen rdumlichen Nahe zweier Affinitatsgruppen fiihrt.

3.13.6.2. Durchfiihrung

Alle Schritte werden auf Eis bzw. im Kiihlraum im Batch-Modus durchgefiihrt, sofern nicht
anders spezifiziert. Um eine unspezifische Bindung von Proteinen an die Oberfliche der
Reaktionsgefdlle zu verhindern, werden silikonisierte Eppendorf-Reaktionsgefille verwendet.
Die Sdulen wurden mit HeLa-Kernextrakt (pH 6.8 bei RT, 7 — 10 mg/ml Gesamtprotein;
Abschn. 3.13.1.1.) oder Phosphocellulose P11-Fraktionen (pH 7.3 bei RT; Abschn. 3.13.5.1.)
beladen, welche folgende Pufferbedingungen aufwiesen: 20 mM Tris-HCI, 100 mM KClI,
20 % (v/v) Glycerin, 0.2 mM EDTA, 1 mM PMSF und 5mM DTT). Zu Beginn der
Affinitdtschromatographie wurden die Proben auf 20 mM Hepes-KOH (pH 7.6), 0.1 % (v/v)
Igepal CA630, 0.1 mM Benzamidin, 0.2 mM PMSF, 1 pg/ml Aprotinin und 1 pg/ml
Leupeptin eingestellt, und fiir 5min bei 4° C zentrifugiert (Eppendorf-Kiihlzentrifuge,
14000 rpm) um unlosliche Bestandteile zu sedimentieren.

Die jeweiligen Proben werden in einem Volumen von 20 CV GST-Glutathionsepharose fiir
2 h bei 4° C auf dem Drehrad inkubiert. Zur Sedimentation des Séulenmaterials wird bei allen
Schritten zentrifugiert (Eppendorf-Kiihlzentrifuge, 2000 g, 2 min, 4° C). Uberstéinde werden
mit einer 1 ml Pipette abgenommen, wobei ein Verlust von Sdulenmaterial unbedingt zu
vermeiden ist. Im nédchsten Schritt werden die Proben entweder direkt auf eine der GST-VP16
Affinitdtssdulen aufgetragen (3 — 4 h, 4° C, Drehrad), oder zuerst mit den entsprechenden
»~Mutanten”-Séulen fiir 1 — 2 h bei 4° C (Drehrad) inkubiert.
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Die besten Reinigungsergebnisse erzielt man, wenn man ein Verhiltnis von Probenvolumen
zu CV von 25 — 50:1 wihlt. Der Durchfluf} einer ,,Mutanten”-Sdule wird im néichsten Schritt
auf die entsprechende GST-VP16 Siule aufgetragen (3 — 4 h, 4° C, Drehrad). Alle Siulen
werden dann mit 3x 40 CV HEGN100-Puffer gewaschen, und in einem ersten Elutionsschritt
mit 2x 1.25 CV HEGNS500-Puffer eluiert (Inkubationszeit je 15 min). Die beiden Eluate
werden vereinigt und auf Eis gestellt. Nun werden die Sdulen mit 2x 40 CV HEGNS500
gewaschen und schlieflich mit HEGN100 é&quilibriert. Die GST-Fusionsprotein-Saulen
werden abschlieBend mit 2x 1.25 CV HEGN100/0.2 % (w/v) N-Laurylsarcosin eluiert
(Inkubationszeit je 15 min). Sollen die Polypeptide nativ eluiert werden, wird
HEGN100/10 mM Glutathion als Elutionspuffer verwendet. Die Eluate werden in der Regel
vereinigt und auf Eis gestellt. Die einzelnen Elutionsschritte werden in der SDS-PAGE und

im Western Blot analysiert und nach Wegfrieren in fliissigem Stickstoff bei —80° C gelagert.

Allen Puffern wird 0.2 mM PMSF, 0.1 mM Benzamidin, ] mM DTT, sowie Aprotinin und Leupeptin ad 1 pg/ml
zugesetzt.

3.13.7. Immunaffinititschromatographie

Die Immunaffinitdtschromatographie ist eine Technik, bei der Antikdrper auf einer Matrix als
funktionelle Affinitdtsgruppe immobilisiert werden. Bei Inkubation mit einem Proteingemisch
finden spezifische Interaktionen nur mit denjenigen Proteinen statt, deren Epitope die
Antigenbindungsstelle des Antikorpers erkennt. Dies ermdoglicht die gezielte Isolierung
einzelner Proteine aus einem Gemisch. Interagieren jedoch andere Proteine in der Losung
stark genug mit dem vom Antikdrper gebundenen Protein, was meist abhédngig von den
Pufferbedingungen (z.B. Ionenstérke) ist, so werden diese ebenfalls isoliert. Man spricht dann
von Co-Immunreinigung. Diese Technik kann auch dazu benutzt werden, Proteinkomplexe zu
isolieren und Wechselwirkungen zwischen Proteinen nachzuweisen, sofern die Antigen-

Antikdrper-Wechselwirkung nicht mit den anderen Protein-Protein-Interaktionen interferiert.

3.13.7.1. Herstellung der Saulen

Als Matrix wird Protein G Sepharose oder Protein A Sepharose verwendet, auf deren
Oberfldache bakterielle Proteine gebunden sind, die spezifisch die konstante Region von
Immunglobulinen binden. Protein G und Protein A wurden urspriinglich aus
Streptococcus aureus isoliert. Diese Interaktion ermdoglicht eine Kopplung aller gidngigen
IgG-Immunglobuline an das Séulenmaterial. Allerdings unterscheiden sich Protein G und
Protein A in ihrer Priferenz fiir Inmunglobuline verschiedener Spezies. Eine Ubersicht findet
sich in Tab. 8. Diese Form der Immobilisierung des Antikorpers hat den Vorteil, dall sie

gerichtet ist, und die Antigenbindungsstelle eine freie Zuginglichkeit aufweist.
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Antikorperquelle Interaktion mit Protein A Interaktion mit Protein G
Monoklonale Antikorper
Maus IgGl +
Maus IgG2a, IgG2b, 1gG3 +
Ratte +
Polyklonale Antikérper
Kaninchen +
Ziege +

Tab. 8: Bindung verschiedener Immunglobuline an Protein A oder Protein G.

Fiir alle Arbeiten mit nativen Proteinen werden silikonisierte Reaktionsgefile verwendet.
Protein G oder Protein A Sepharose wird in aufeinanderfolgenden Schritten mit H,O (bidest.)
und 1x PBS #quilibriert. Die Bindungsreaktion findet in Bindungspuffer bei RT UN statt. Es
konnen Antikorper in unterschiedlicher Dichte auf der Séule immobilisiert werden, indem
man das Verhéltnis Sdulenvolumen (ml) : absolute Antikérpermenge (mg) variiert. Dabei
wird bis zu einer Dichte von 2 mg/ml davon ausgegangen, daf} alle Antikdrper quantitativ von
Protein A bzw. Protein G gebunden werden. StandardmiBig kommen Affinitdtssdulen mit
2mg Antikérper pro ml Gelbett zum Einsatz. Bei Hybridomaiiberstdnden
(Immunglobulinkonzentration ca. 50 pg/ml) wird dieser daher in einem Verhiltnis von vier
CV ecingesetzt. Nach der Inkubation und in allen folgenden Schritten wird durch
Zentrifugation (Heraeus Multifuge 3L-R, 900 rpm, 2 min, 4° C) der Uberstand abgetrennt.
Das Sdulenmaterial wird zundchst dreimal mit 10 CV 1x PBS gewaschen. Dem schlief3t sich
ein Waschschritt mit 3x 10 CV 20 mM Tris-HCI (pH 7.5)/500 mM NaCl an, gefolgt von
einem Waschschritt mit 3x 10 CV 20 mM Tris-HCI (pH 7.5). SchlieBlich wird die Siule in
1x PBS dquilibriert. Um das Material gegen mikrobielles Wachstum zu schiitzen kann man
0.01 % (w/v) NaNs zusetzen. Aufbewahrt wird das Sdulenmaterial als 1:4-Suspension in
1x PBS bei 4° C.

Sollen die gebundenen Proteine mit denaturierenden Chemikalien eluiert werden, so kann es
hilfreich sein, die Antikorpermolekiile kovalent an die Sédule zu koppeln, da das FEluat
ansonsten oft Antikorperketten enthilt, die bei der Silberfirbung stéren oder im Western Blot
Kreuzreaktionen verursachen konnen. Fiir die kovalente Kopplung dquilibriert man die an
Protein A oder Protein G Sepharose gebundenen Antikdrper durch dreimaliges Waschen mit
10CV 0.2M Natriumboratpuffer (pH 9.0). Die Sédule wird darauthin in 10 CV
Kopplungspuffer aufgenommen und fiir 30 min bei RT auf dem Drehrad inkubiert. Der
verwendete Quervernetzer (Dimethylpimelimidat) bindet kovalent an freie Aminogruppen des
Antikorpers und der Protein A/G-Sdule. Die Konzentration ist so gewihlt, daf3
intramolekulare bzw. multiple Quervernetzungsreaktionen minimiert werden. Anschliefend
wird das Material mit 10 CV 0.2 M Natriumboratpuffer gefolgt von 10CV 02 M
Ethanolamin (pH 8.0) gewaschen und danach fiir zwei Stunden bei RT in 10CV 0.2 M
Ethanolamin (pH 8.0) inkubiert (Drehrad).
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Durch flinfmaliges Waschen mit 10 CV 1x PBS wird das Material fiir die Lagerung
aquilibriert, die in 1x PBS mit 0.01 % NaNj bei 4° C erfolgt. Zur Kontrolle der kovalenten
Kopplung entnimmt man vor und nach der Quervernetzung 10 pl Sdule und analysiert diese
durch Elution mit 1x SDS-Puffer und SDS-PAGE.

Bindungspuffer:25 mM Hepes-KOH, pH 7.6 Kopplungspuffer: 0.2 M Natriumborat, pH 9.0
1 % (v/v) Glycerin 25 mM Dimethylpimelimidat
0.05 % (v/v) Igepal CA630 frisch einwiegen
150 mM KCI

Hybridomaiiberstinde werden auf diesen Puffer
eingestellt.

3.13.7.2. Durchfiihrung

Alle Arbeitsschritte werden bei 4° C im Batch-Modus durchgefiihrt. Das Affinitdtssdulenbett
wird in silikonisierte Reaktionsgefdle vorgelegt und durch dreimaliges Waschen in 50 CV
[P-Puffer, gefolgt von 50 CV [P-Waschpuffer und wiederum 50 CV IP-Puffer dquilibriert.
Das Sdulenmaterial wird zwischen den Schritten zentrifugiert (Eppendorf-Kiihlzentrifuge,
2000 g, 2 min, 4°C) und der Uberstand vorsichtig abgenommen. Auch bei der Immun-
affinititsreinigung ist es wichtig Spezifititskontrollen einzubauen. Dabei werden Protein A
bzw. Protein G Sepharose und ein immobilisierter Kontrollantikorper (Protein A/G
Sepharose) als ,,Vorsdulen” verwendet. Bei polyklonalen Antikdrpern verwendet man
entweder Priimmunserum oder einen Antikorper aus der gleichen Spezies. Bei monoklonalen
Antikorpern verwendet man Kontrollantikorper, aus der gleichen Spezies mit dem gleichen
IgG-Isotyp. Im Idealfall erkennt der Kontrollantikoérper kein Protein in der zu reinigenden
Proteinmischung.

Die Probe wird fiir jeweils 1 h mit Protein A bzw. Protein G Sepharose und dann mit dem
immobilisierten Kontrollantikdrper vorinkubiert. Die Sdulenmenge orientiert sich dabei an der
Dimension der nachfolgenden Immunaffinititssdule. Nun wird die Probe auf die
Affinititssdule aufgetragen. Dabei haben sich folgende Bedingungen bewéhrt: 10 pl der
Antikorpersdule (2 mg/ml) werden mit 200 pg Kernextraktprotein in einem Gesamtvolumen
von 200 pl beladen. Phosphocellulose-Fraktionen werden in einem Verhiltnis von 50 —
75 CV, noch weiter gereinigte Fraktionen (z.B DES52 Eluate) in einem Verhéltnis von 100 CV
eingesetzt. Die Inkubation erfolgt fiir mindestens 3 h bei 4° C auf dem Drehrad. Die Siule
wird dreimal mit 50 CV IP-Puffer, dreimal mit 50 CV IP-Waschpuffer und einmal mit 50 CV
IP-Puffer gewaschen. Anschliefend kann das Sdulenmaterial direkt in einem in-vitro-
Testsystem (z.B. in-vitro-Transkription) analysiert, oder durch pH-Sprung mit 2 CV
Citratpuffer eluiert werden. Der pH-Wert des Eluats wird sogleich durch Zugabe von 1/10
Volumen 1.5M Tris-HCl (pH 8.8) neutralisiert. Alternativ kann eine Elution mit 1 CV
2x SDS-Auftragspuffer unter nicht reduzierenden Bedingungen (5 min, 30° C) erfolgen.
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Dem Eluat wird dann vor der SDS-PAGE B-Mercaptoethanol in einer Endkonzentration von
20 mM zugesetzt. Fiir kleine Elutionsvolumina bzw. hohe Proteinkonzentrationen hat sich die
Elution in Millipore Ultrafree MC-Reaktionsgefdallen bewéhrt.

IP-Puffer: 20 mM Tris-HCI, pH 7.3 IP-Waschpuffer: 20 mM Tris-HCI, pH 7.3
20 % (v/v) Glycerin 20 % (v/v) Glycerin
150 mM KCl 300 — 1000 mM KCl
0.1 % (v/v) Igepal CA630 0.1 % (v/v) Igepal CA630
0.2 mM EDTA 0.2 mM EDTA
0.25 mM DTT 0.25 mM DTT

Den Puffern wird 0.2 mM PMSF, 0.1 mM Benzamidin und Aprotinin, Leupeptin sowie Pepstatin A ad 1 pg/ml
zugesetzt.

Citratpuffer: 0.1 M Natriumcitrat, pH 2.7 (Stammldsung)
zum Gebrauch 1:3 in H,O (bidest.) verdiinnen

3.13.8. Reinigung von Transkriptionsfaktoren

* TFIIB: Die Reinigung von rekombinantem TFIIB (N-terminaler Hexahistidin-Tag) erfolgt
durch Chromatographie an Nickel-NTA-Agarose (Abschn. 3.13.5.6.) und Heparin-Sepharose
(Abschn. 3.13.5.8.). Das an Nickel-NTA-Agarose gebundene Protein wird bei einer
Imidazolkonzentration von 15 mM gewaschen und bei einer Imidazolkonzentration von
200 mM eluiert. Das Protein wird bei einer lonenstirke von 0.1 M KCl auf Heparin-
Sepharose geladen, mit einem Puffer, der 0.2 M KCI enthilt gewaschen, und bei einer
Ionenstirke von 0.4 M KCI eluiert.

* TFIIEa: Vor dem Laden auf eine Nickel-NTA-Agarose Sdule wird das Protein mit 33 %
Ammoniumsulfat geféllt. Nach der Bindung an die Metallchelatsdule wird bei einer
Imidazolkonzentration von 30 mM gewaschen, und bei einer Imidazolkonzentration von
200 mM eluiert. Optional kann ein weiterer Reinigungsschritt auf Heparin-Sepharose (wie bei
TFIIB beschrieben) erfolgen.

* TFIIER: Optional kann das Protein vor der Metallchelatsédule mit 33 % Ammoniumsulfat
gefillt werden. Nach der Bindung an Nickel-NTA-Agarose wird bei einer
Imidazolkonzentration von 30 mM gewaschen, und bei einer Imidazolkonzentration von
200 mM eluiert. Die weitere Reinigung entspricht der von TFIIB.

* TBP: Die Reinigung erfolgt im Prinzip wie fiir TFIIB beschrieben. Allerdings erfolgt der
Waschschritt auf der Nickel-NTA-Agarose bei 10 mM Imidazol und es wird bei einer
Imidazolkonzentration von 100 mM eluiert.

» TFIIF: Die Expression und Reinigung erfolgt wie beschrieben (Stelzer et al., 1994). Das
Protein wird durch Coinfektion von SF9-Zellen mit zwei Bacculoviren, die Rap74 bzw.

Rap30 exprimieren, produziert.
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* TFIIA: Es wird ein Fusionsprotein aus TFIIAa und TFIIAB in E. coli exprimiert, sowie
TFIIAy. Die Aufarbeitung erfolgt denaturierend in Lysis-Puffer D (Abschn. 3.13.3.3.). Die
Lysate werden auf Nickel-NTA-Agarose im Batch-Modus geladen, die Sdule mit 3x 50 ml
Lysis-Puffer D gewaschen (jeweils 10 min, RT, Drehrad), und mit 3x 50 ml Puffer E
dquilibriert. Alle Zentrifugationsschritte werden bei 2000 rpm, 3 min (Heraecus Multifuge
3L-R) durchgefiihrt. In acht aufeinanderfolgenden Schritten wird die Harnstoffkonzentration
durch Zugabe von einem Volumenanteil Puffer F in jedem Schritt halbiert. Sobald der Puffer
weniger als 2 M Harnstoff enthélt wird auf Eis bzw. im Kiihlraum weitergearbeitet. Die
Metallchelatsdule wird schlieBlich in Puffer F (mit Proteaseinhibitoren) &quilibriert. Dem
schliet sich das Waschen mit Puffer F/15 mM Imidazol an. Die Elution des Proteins erfolgt
in Puffer F/200 mM Imidazol.

* Reinigung von Gal94-Sp1: Die Reinigung erfolgt wie beschrieben (Halle ez al., 1995)

* Reinigung von Gall47-VP16 und Gall47-VP16 Derivaten: Die Reinigung erfolgt wie
beschrieben (Ikeda et al., 2002).

* Reingung von Gall47-AH: Da das Protein keinen Reinigungs-Tag aufweist erfolgt die
Reinigung iiber 3 Stufen. Das Bakterienlysat wird mit einem Volumen eiskaltem H,O
(bidest.) versetzt und fein zerstiubtes (Morser) festes Ammoniumsulfat unter Rithren mit
einem feinen Spatel bis zu einer Endkonzentration von 41 % (ca. 1.68 M) zugegeben. Man
148t die Lésung UN im Kiihlraum weiterriihren. Das gefillte Protein wird in wenig eiskaltem
BC1000 gewaschen und in eiskaltem BC200 geldst. Nach der Dialyse (gegen BC200) erfolgt
Chromatographie an Heparin-Sepharose. Das Protein wird bei einer Ionenstirke von 0.2 M
KCI geladen und bei einer Ionenstirke von 0.6 M KCl eluiert. Die vereinigten Eluate werden
fiinffach in einer Millipore Ultrafree MC Zentrifugeneinheit (10 kDa Ausschluflgrenze)
konzentriert und auf eine Superdex 75 Gelfiltrationssdule aufgetragen, die in BC200
entwickelt wird. Das Protein eluiert in einem Bereich von 10 bis 40 kDa. Das Protein wird —
wie alle Gal-Fusionsproteine — in Gal-Puffer aufgenommen.

* Reinigung von TFIID, USA und USA(100): Die Reinigung erfolgt wie beschrieben
(Kretzschmar et al., 1994b; Meisterernst et al., 1991).

Puffer E: 8 M Harnstoff Puffer F: 20 mM Tris-HCI, pH 7.5 (RT)
0.1 M NaH,PO, 500 mM NaCl
0.01 M Tris 20 % (v/v) Glycerin
0.1 M NaCl 0.2 mM EDTA
mit NaOH auf pH 8.0 einstellen 5 mM B-Mercaptoethanol

Gal-Puffer: 20 mM Tris-HCI, pH 7.3 (RT)
20 % (v/v) Glycerin
0.1 M KCl
0.5 mg/ml acetyliertes BSA
5mM DTT
100 uM ZnCl,
1 mM PMSF



Methoden 119

3.14. Immunchemische Arbeitstechniken
3.14.1. Nachweis filtergebundener Proteine: Western-Blot

Der Immunblot dient der Identifizierung eines spezifischen Antigens mittels eines
polyklonalen oder monoklonalen Antikdrpers, der gegen das Antigen gerichtet ist. Ein zweiter
Antikdrper bindet nachfolgend an eine konservierte Domidne des ersten Antikorpers, der
seinerseits das spezifische Antigen erkennt. Da in der Regel mehrere Sekundérantikorper an
die konstante Region des Primédrantikdrpers binden, erfolgt auf dieser Stufe eine
Amplifizierung der Empfindlichkeit. An den zweiten Antikorper ist kovalent ein Enzym
gekoppelt, das durch den Umsatz seiner Substrate die Detektion des ,,Sandwichkomplexes*
erlaubt. Als Nachweisreaktionen werden entweder die Bildung eines schwerldslichen
Farbstoffes (katalysiert durch Alkalische Phosphatase-Konjugate) oder aber die Entstehung
photolabiler Komplexe verwendet, die iiber ihre Chemiluminiszenz (katalysiert durch
Meerrettichperoxidase-Konjugate) detektiert werden.

Zunichst werden die Proteinfraktionen {iber SDS-PAGE aufgetrennt. Nach der
Elektrophorese wird das Gel unter Transferpuffer (am Vortag zubereitet und bei 6° C
gelagert, was zur teilweisen Entgasung fiihrt) mit einer Nitrocellulosemembran bedeckt,
welche an allen vier Seiten des Gels 0.5 cm {iiber dieses hinausragt. Zwischen zwei
Doppellagen in Transferpuffer angefeuchtetem 3 MM Papier (Whatman) werden die Proteine
in einer SemiDry Elektroblotapparatur (BioRad) auf die Nitrocellulosemembran - bei
16 x 18 cm Gelen fiir 45 — 60 min, bei Gelen der Dimension 10 x 11 ¢cm fiir 30 min - bei 15V
und 500 mA transferiert. Dann wird die Membran kurz in H,O (bidest.) geschwenkt und in
1x TBS &quilibriert. Die Nitrocellulosemembran sollte dabei und bei allen nachfolgenden
Schritten ausschlielich mit einer Pinzette angefalit werden. Der erfolgreiche Transfer wird
durch Anfirben des Blots mit 1x Ponceau S-Losung (filtriert) tiberpriift, wobei die Banden
des Protein-Molekulargewichtsstandards mit Bleistift angezeichnet werden. Der Blot wird
durch Waschen in 1x TBS wieder entfarbt. Die Behandlung mit Ponceau S fixiert gleichzeitig
die Proteine auf der Membran.

Die Membran mit den gebundenen Proteinen wird zunichst fiir 90 min in 1x TBS mit
6 % (w/v) Magermilchpulver bei RT (alternativ 4° C iiber Nacht) geschiittelt, um
unspezifische Bindungsstellen auf der Matrix abzusittigen. Fiir die sich anschlieBende
Inkubation mit dem ersten Antikdrper (90 min) werden Verdiinnungen von 1:500 bis 1:3000
in TBS-T mit 1 % (w/v) Milchpulver verwendet. Die Membran wird dreimal je 5 min mit
TBS-T gewaschen. Der zweite Antikorper wird 1:3000 bis 1:5000 verdiinnt, in TBS-T mit
1 % (w/v) Milchpulver, eingesetzt. Nach Inkubation fiir 30 min wird die Membran dreimal

mit TBS-T und anschlieend dreimal mit 1x TBS fiir jeweils 15 min gewaschen.
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* Nachweis der Proteine iiber Chemoluminiszenz:

Peroxidasegekoppelte Antikorper werden iiber eine photochemische Reaktion nachgewiesen.
Dazu erfolgt ein kurzes Waschen der Nitrocellulosemembran in H,O (bidest.), um Reste des
Tris-Puffers (pH 7.6) zu entfernen, der bei der anschlieBenden Detektion bei pH 8.5 storen
wiirde. Danach wird die Membran kurz mit Papier (KIMWIPES) abgetupft, und sogleich
feucht unter Lichtausschlul mit den 1:1 gemischten Reagenzldsungen (Enhanced ECL
Western blotting detection reagents 1 und 2, NEN) fiir 1 min inkubiert, wobei 0.125 ml/cm®
Membran verwendet wurden. Uberschiissiges Reagenz iRt man abtropfen. Der Nachweis
erfolgt durch Exposition (10 s bis 5 min) der in Frischhaltefolie eingewickelten Membran auf
einem Film (X-OMAT, Kodak) in einer Autoradiographickassette. Das emittierte Licht
(428 nm) stammt aus der Oxidation von Luminol zu 3-Aminophthalsdure und molekularem

Stickstoff in der Anwesenheit von Wasserstoffperoxid und p-Coumarsaure.

* Nachweis der Proteine iiber Ausbildung eines schwerloslichen Farbstoffes:

Alkalische Phosphatase-gekoppelte ~ Antikdrper werden iiber die Bildung eines
Farbstoffprazipitats bestehend aus einem Indigorderivat (blau) und Diformazan (purpur)
nachgewiesen. Das Indigoderivat bildet sich nach Hydrolyse der Phosphatgruppe am 5-Brom-
4-Chlor-3-Indolylphosphat (BCIP) durch Oxidation mit molekularem Sauerstoff. Bei dieser

Reaktion entstehen zwei Protonen, die mit Nitroblautetrazolium (NBT) zum Diformazan

reagieren.
Transfer-Puffer: 192 mM Glycin 1x TBS: 10 mM Tris-HCI, pH 7.6
25 mM Tris 137 mM NaCl
20 % (v/v) Methanol 27 mM KCl
optional: 0.03 % (w/v) SDS TBS-T: 0.1 % (v/v) Tween-20 in TBS
AP-Puffer: 100 mM NaCl 10x Ponceau S: 2 % (w/v) Ponceau S
5 mM MgCl, 30 % (w/v) Trichloressigséure
100 mM Tris-HCI, pH 8.8 30 % (w/v) Sulfosalicylsdure
BCIP-Losung: 50 mg/ml BCIP in 100 % DMF, bei —20° C lagern
NBT-Losung: 100 mg/ml NBT in 70 % DMEF, bei —20° C lagern

3.14.2. Herstellung polyklonaler Antikorper

Die Generierung polyklonaler Antikdrper aus Kaninchen wurde von der Firma Eurogentec
mittels KLH-gekoppelter Peptide durchgefiihrt.

3.14.3. Herstellung monoklonaler Antikorper
Alle Arbeiten wurden in der Arbeitsgruppe von Frau Dr. E. Kremmer durchgefiihrt.
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3.14.3.1. Immunisierung der Ratten

Die Ratten werden mit GST-Fusionsproteinen oder KLH-gekoppelten Peptiden immunisiert.
Zur Grundimmunisierung erhalten die Ratten 500 pl des geldsten Antigens (ca. 200-500 pg
Gesamtprotein) mit 500 ul Adjuvans. Nach griindlichem Durchmischen der Suspension
werden 500 pl subkutan und 500 pl intraperitoneal appliziert. Nach einem Mindestabstand
von sechs Wochen erfolgt eine Auffrischimmunisierung, bei welchem das Antigen wie bei

der Grundimmunisierung, jedoch ohne Adjuvans injiziert wird.

3.14.3.2. Hybridoma-Fusionszellinien

Zur Herstellung der Ratten-Hybridome wird die Maus-Myelom-Zellinie P3X63-Ag8.653
(CRL-1580)  verwendet. Sie  zeichnet sich aus durch fehlende eigene
Immunglobulinproduktion, hohe Fusionsfrequenz, gute Wachstumseigenschaften und
Stabilitdit der resultierenden Hybridomazellen. Die Zellinie besitzt einen Defekt der
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HGPRT) und daher eine 8-Aza-Guanin-
Resistenz. Diese Eigenschaft macht man sich bei der Trennung fusionierter von nicht-
fusionierten Zellen zu Nutze. Die Zellen werden in 8-Aza-Guanin enthaltendem Medium
staindig in Kultur gehalten. Drei Tage vor der geplanten Fusion erfolgt eine Umstellung auf
Normalmedium und eine Expansion. Am Tag der Fusion werden die Zellen auf jeweils
50 x 10° Zellen pro Falconrdhrchen eingestellt. Danach erfolgt die Fusion mit den Ratten-

Milzzellen.

3.14.3.3. Fusion

Die Ratte wird mit Hilfe von CO, getotet, die Milz unter sterilen Bedingungen entnommen,
und sogleich in zwei gleich groBe Stiicke geschnitten. Die beiden Hilften werden durch ein
Stahlhandsieb in 10 ml Basismedium passiert. Nach dem Absetzen groberer Gewebestiicke
werden zu 50 x 10° Maus-Myelomzellen 10 x 10" Milzzellen gegeben. Sie werden auf ein
Volumen von 50 ml Basismedium aufgefiillt und bei 600 g fiir 7 min zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen, und zu dem Zellsediment wird 1 ml Polyethylenglycol (PEG-
1500) gegeben, welches vorsichtig mit einer Pasteurpipette untergemischt wird. Daran
schlieft sich ein leichtes Schwenken des Falconrohrchens fiir eine Minute an. Darauf folgt
eine langsame Verdiinnung des Polyethylenglycols mit HAT-Medium unter Schwenken. Es
werden jeweils eine zwei- und eine fiinfprozentige Verdiinnung der Zellen eingestellt. Von
jeder Verdiinnungsstufe werden dann vier 96-Loch-Gewebekulturplatten mit einem Volumen
von je 200 ul pro Loch beschickt. Die Platten werden im Brutschrank bei 37° C, 95%
Luftfeuchte und 5% CO,-Gehalt inkubiert. Nach einer Woche wird ein Mediumwechsel
vorgenommen. Der verbliebene nicht ausgeséte Teil der Zellsuspension wird nur fiir einen
Tag im Brutschrank inkubiert. Danach werden die Zellen sedimentiert (200 g, 5 min), das
Zellpellet in 1 ml Einfriermedium resuspendiert, in Nunc-Kryorohrchen gegeben und in

fliissigem Stickstoff gelagert (,,Backup”).
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3.14.3.4. Selektion der Klone und ,,Primér-Screening”

Nach einer Woche im Brutschrank haben die Hybridome eine ausreichende GroB3e erreicht, so
daB3 ihr Kulturiiberstand getestet werden kann. Durch mikroskopische Kontrolle wird
ermittelt, wie viele Klone sich jeweils in einer Kavitdt befinden. Ausschlielich die
Monoklone werden weiter verwendet. Nach einem Mediumwechsel (Zugabe von 200 pl
frischem HAT-Medium), werden die Zellen fiir weiter drei Tage inkubiert. Der dann
abgenommene Kulturiiberstand wird im ELISA (Abschn. 3.14.5.) auf Reaktion mit dem
Antigen getestet. Positive Klone werden weiter expandiert, zusitzlich im Western-Blot
(Abschn. 3.14.1.) getestet und kryokonserviert (,,Primédrnapf™).

3.14.3.5. Reklonierung

Im ,,Primér-Screening” positive Klone werden auf zwei Verdiinnungsstufen, und zwar 1 Zelle
pro 200 pl HAT-Medium bzw. 10 Zellen pro 200 ul HAT-Medium, gebracht, und in
96-LochPlatten kultiviert bis die Kulturiiberstdnde eine gelbe Farbe angenommen haben. Die
Immunglobulinklasse wird sowohl im Primériiberstand, als auch in den 96-Loch-Platten unter
Verwendung eines subklassenspezifischen ELISA (Abschn. 3.14.5.) bestimmt. Eine Reaktion
mit dem Antigen wird zudem auch im ELISA verifiziert. Wenn vier Subklone und der

zugehorige ,,Primirnapf” positiv sind, gilt der monoklonale Antikdrper als erfolgreich

rekloniert.
Basismedium: RPMI 1640 HAT-Medium: Basismedium
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin 2% (v/v) 50x HAT-Medium
1% (v/v) Glutamin 20% (v/v) FCS
1% (v/v) non-essential amino acids
1% (v/v) Pyruvat
8-Aza-Guanin-Medium: Basismedium HT-Medium: Basismedium
2% (v/v) 50x 8-Aza-G 2% (v/v) 50x HT-Medium
5% (v/v) FCS 10% (v/v) FCS
Einfriermedium: 90% (v/v) FCS
10% (v/v) DMSO

3.14.4. Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenzstudien an Hela-Zellen wurden mittels Standardtechniken
(Paraformaldehyd- bzw. Methanol/Aceton-Fixierung) unter Verwendung von Primér- und
Farbstoff-gekoppelten Sekundérantikorpern von E. Piaia bzw. G. Stelzer durchgefiihrt (siehe
Harlow und Lane, 1999).
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3.14.5. ELISA

* Bestimmung der Subklasse:

Eine 96-Loch-ELISA-Platte wird mit einem anti-Ratte-IgG-L-kappa-Antikérper (aus Maus,
TIB172) beschichtet. Dieser wird dazu auf 10 pg/ml Carbonatpuffer eingestellt und die
ELISA-Platte mit 100 pl pro Loch iiber Nacht bei 4° C beschichtet. Am folgenden Tag wird
diese einmal mit 1x PBS gewaschen und mit Blockierungslosung fiir 1 h bei RT auf dem
Schiittler inkubiert. Die Blockierungslosung wird abgeklopft und je 100 ul des
Kulturiiberstandes zugegeben. Nach einer Inkubation der Platte fiir 30 min bei RT wird
einmal mit 1x PBS gewaschen und die subklassenspezifischen Antikérper (anti-IgGl, anti-
IgG2a, anti-IgG2b, anti-IgG2c, anti-IgM) in einer 1:1000 Verdiinnung in Blockierungslosung
aufgetragen. Die subklassenspezifischen Antikdrper sind biotinyliert und gegen Ratten-
Immunglobuline gerichtet. Nach einer Inkubation der Platte fiir 30 min bei RT wird wiederum
einmal mit 1x PBS gewaschen und Avidin-Meerrettichperoxidase, in einer Verdiinnung von
1:2000 (in Blockierlosung) in die Kavititen gegeben. Es folgt eine weitere 30miniitige
Inkubation der Platten, an die sich fiinf Waschschritte mit 1x PBS anschlieen. Nachdem die
Platte trocken geklopft wurde, werden 100 pul der folgenden frisch bereiteten Losung pro Loch
einpipettiert: 10 mg OPD (Ortho-phenylendiamin) in 10 ml Substratpuffer gelost plus 3.3 ul
H,0,. Nach 5-10 min kann die Extinktion im ELISA-Reader bei 405 nm gemessen werden.

* Nachweis der Antigenerkennung:

Das Verfahren entspricht im Prinzip dem oben beschriebenen. Die 96-Loch-ELISA-Platte
wird aber mit einem Maus anti-GST-Antikdrper iiber Nacht bei 4° C beschichtet.
Anschliefend (nach Waschen mit 1x PBS) wird das Antigen (GST-Fusionsprotein) in
geeigneter Verdiinnung in Blockierungsldosung aufgebracht. Dann erfolgt die Zugabe des
Kulturiiberstandes. Die Detektion erfolgt mit Hilfe eines biotinylierten anti-Ratte-IgG-

Antikorpers und Avidin-Meerrettichperoxidase.

Carbonatpuffer:0.2 M Natriumhydrogencarbonat Blockierungslosung: 1% (w/v) Milchpulver
0.2 M Natriumcarbonat in Ix PBS
Natriumhydrogencarbonatlosung mit
Natriumcarbonatlésung bis pH 9.5
titrieren

Substratpuffer: 0.1 M Tris Entwicklungslosung: 10 ml Substratpuffer
0.1 M Citronensdure 5.5 mM OPD
Tris mit Citronensdure bis pH 5.0 0.0033% H,0, (30%)
titrieren
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3.15. Gelretardationsanalyse (EMSA)

Mit der Gelretardationsanalyse lassen sich DNA-bindende Proteine iiber die im Vergleich zur
freien DNA geringere Mobilitit von Protein-DNA-Komplexen in nativen Gelsystemen
nachweisen (Fried und Crothers, 1981). Die Proteinldsung wird mit 25-50 fmol eines 32p.
endmarkierten = DNA-Fragments 30min in Puffer N oder alternativ  unter
Transkriptionsbedingungen (siehe Abschn. 3.16.) bei 28° C inkubiert. Die DNA-Fragmente
wurden in dieser Arbeit in 5.0 %igen (49:1) Polyacrylamidgelen analysiert.

* Herstellung eines nativen Polyacrylamidgels: 50 ml der Gellosung werden mit 0.4 ml
30 % (w/v) APS-Losung gemischt. Aus 5 ml dieser Mischung wird durch Zufiigen von 20 pl
TEMED ein Sockel zwischen die durch 1.5 mm Abstandshalter getrennten Glasplatten
(20 cm x 16 cm) gegossen (optional). Nachdem der Sockel polymerisiert ist, wird die restliche
Gellosung mit 20 ul TEMED vermischt und zwischen die Glasplatten gegossen. Nach

Einsetzen des Geltaschenformers polymerisiert das Gel fiir mindestens 2 h aus.

* Gellauf: Bei EMSA-Gelen dient 1x TGE (eventuell mit 1.5 mM MgCl,) als Laufpuffer. Vor
dem Probenauftrag wird 2h eine Vorelektrophorese bei 120 V und RT durchgefiihrt
(alternativ 140 V. im Kiihlraum); danach wird der Laufpuffer ausgewechselt. Die
Elektrophorese erfolgt bei Spannungen von 120 V bei RT (alternativ 140 V im Kiihlraum)
iber einen Zeitraum von 3 h bis 15 h bei RT (oder auch 4° C). Als Laufmarker dienen BPB
und XC. Doppelstringige DNA in einer Ldnge von 60 bp wandert in 5 %-Gelen mit der
Lauffront des BPB-Markers. Ein 230 bp DNA-Fragment lauft etwa halb so schnell wie der
XC-Marker. Das Gel wird nach der Elektrophorese auf ein Whatman 3 MM-Papier
ibertragen, mit Frischhaltefolie bedeckt und zwischen zwei Lagen saugfdahigem Papier 1 h bei
80° C im Vakuum auf dem Geltrockner getrocknet. Fiir die quantitative Analyse wird das
getrocknete Gel auf einem Direct Imager ausgewertet. Die Autoradiographie der getrockneten
Gele erfolgt bei -80° C mit Verstéirkerfolie.

Puffer N: 50 mM NaCl
1 mM DTT
10% Glycerin
10 mM Hepes-KOH, pH 7.9
5 mM Tris, pH 7.5
15 mM EDTA

Gellosung: 5% (W/v) (49:1) Acrylamid/Bisacrylamid in 1x TGE
fiir DNA-Fragmente bis 200 bp
4 % (w/v) (19:1) Acrylamid/Bisacrylamid in IxXTGE
fiir DNA-Fragmente grofier 200 bp
optional 5 % (v/v) Glycerin
optional 1.5 mM MgCl,
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10x TGE: 250 mM Tris
1.24 M Glycin
10 mM EDTA, pH 8.0
Losung stets frisch zubereiten

3.16. In-vitro-Transkription von RNA-Polymerase II-Reportern

Um Faktoren zu untersuchen bzw. zu identifizieren, welche die Transkriptionsrate von RNA-
Polymerase II modulieren, wurden entweder Kernextrakte aus Jurkat und HeLa Zellen
verwendet, oder es kam ein (partiell) gereinigtes in-vitro-Transkriptionssystem zum Einsatz.
Als Reporter dienten zumeist virale Modellpromotoren (Adenovirus Major Late-Promotor,
HIV-Promotor) oder synthetische Konstrukte, wie ein Hybrid aus dem Major Late- und dem
HIV-Promotor (Kretzschmar et al., 1994a). In Kernextrakten kam aullerdem der TATA-lose
CD4-Promotor zum Einsatz. Die Reportergene hatten entweder die natiirlich vorkommenden
Bindungsstellen fiir Aktivatoren (USF, Spl, NF-kB) oder besallen 5 Bindungsstellen fiir die
DNA-Bindungsdoméne des Hefe Gal4-Proteins, stromaufwérts der TATA-Box. Im letzteren
Fall wurden Fusionsproteine bestehend aus der Gal4 DNA-Bindungsdomine und

verschiedenen Aktivierungsdoménen (AH, Sp1, VP16 und VP16-Derivate) verwendet.

3.16.1. In-vitro-Transkription im Kernextrakt

Kernextrakte stellen ,,grobe” in-vitro-Transkriptionssysteme dar, da sie alle mit Salz
extrahierbaren Kernproteine enthalten, darunter die Generellen Transkriptionsfaktoren und
RNA-Polymerase II, positive und negative Cofaktoren, Elongationsfaktoren, Aktivatoren und
Repressoren, Kinasen und Phosphatasen, Chromatin-modifizierende  Aktivititen,
Chromatinremodellierungsfaktoren, sowie jede Menge (unspezifisch) DNA-bindender
Proteine (z.B. HMG-Proteine, Histone). Die komplexe Zusammensetzung des Systems macht
die Analyse einzelner Transkriptionsfaktoren schwierig, da man entweder Extrakte aus
Zellinien verwenden muf3, welche den zu untersuchenden Faktor nicht oder nur in geringsten
Mengen exprimieren, oder gezwungen ist die zu analysierende Komponente mittels
Affinitdtsverfahren aus dem Extrakt zu entfernen. Der groBe Vorteil der Kernextrakte ist
allerdings die Tatsache, dal} sie ein in-vitro-System darstellen, das den physiologischen
Bedingungen in einigen Aspekten sehr nahe kommt. Beispielsweise kommt Kinasen (Cdk9)
und Phosphatasen (Fcpl), die auch in Zellen wichtig fiir die RNA-Polymerase II-

Transkription sind, eine wichtige Rolle bei der RNA-Synthese im groben System zu.
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3.16.1.1. Die G-freie Kassette und ,,run-off’-Transkription: Hilfsmittel zum Nachweis
der Transkripte

Bei der Analyse von RNA-Polymerase [I-Transkripten hat sich ein System, das von
Sawadogo und Roeder (Sawadogo und Roeder, 1985) entwickelt wurde, als sehr hilfreich
erwiesen. Um Transkripte einer definierten Linge zu erzeugen, verwendet man synthetische
Konstrukte, die in 3’-Richtung vom Transkriptionsstart iiber eine Lédnge von ca. 200 bzw. ca.
400 bp keine G-Basen in ihrem Sinnstrang aufweisen, was zur Folge hat, dafl die
synthetisierte RNA keine G-Basen besitzt. Verwendet man nun 3’-O-Methyl-
guanosintriphosphat (OMG) anstelle von GTP als Substrat in der in-vitro-
Transkriptionsreaktion, so bricht die RNA-Synthese nach dem Einbau des ersten G-Analogon
in die RNA-Kette ab. Die Transkriptlainge kann also iiber die Wahl der Linge der G-freien
Kassette bestimmt werden. Da Kernextrakte, trotz Dialyse, immer eine gewisse Menge an
endogenem GTP aufweisen, welches natiirlich mit dem OMG fiir den Einbau in die
wachsende RNA kompetetiert, linearisiert man den Vektor, der als Matrize fiir die RNA-
Synthese fungiert, direkt am 3’-Ende der G-freien Kassette. Die RNA-Polymerase II fallt
dann an dieser Stelle einfach von ihrer Matrize ab, was man als ,run-off”’-Transkription
bezeichnet. In manchen Fillen benutzt man ausschlieBlich letztere Methode. Allerdings gibt
die Kombination beider Methoden bessere Ergebnisse, weil OMG sowohl unspezifisch
initilerte RNA-Polymerase II-Transkripte in ihrer Elongation hemmt, als auch unspezifische
RNA-Polymerase III-Produkte, die unter Umstdnden sehr stérend sein konnen, supprimiert.
Alternativ kann man RNA, die mittels OMG und einer G-freien Kassette synthetisiert wurde
mit RNase T1 behandeln, welche Phosphodiesterbindungen in RNA spezifisch nach G-Basen
hydrolysiert. Das erwiinschte Produkt ist dabei resistent gegen die RNase T1, wéhrend andere
Produkte hydrolysiert werden.

Folgende Tabelle gibt einen Uberlick iiber die verwendeten Matrizen:

Plasmid G-freie Kassette | Lange des Transkriptes | Restriktionsschnittstelle Aktivator-site
pMLC2AT + 398 bp Smal USF
pML5xGal + 398 bp Smal Gal
pHIV-WT + 398 bp Smal Spl, NF-xB

pMRG5 + 398 bp Smal Gal

pMLAS3 + 289 bp Smal —
pGLCD4Gal — 642 bp EcoRI Gal, (AML, Ets,
LEF)

Die Plasmide pML5xGal und pMLAS53 enthalten von der Position —53 bis +9 Sequenzen des
Adenovirus Major Late Corepromotors. Das Plasmid pMRGS5 besitzt von Positon —65 bis —8
HIV Corepromotorsequenzen, von —7 bis +9 enthilt es den Major Late Initiator. Die Matrize
pPMLC2AT besteht von Position —400 bis +9 aus den Adenovirus Major Late Promotor

Sequenzen (inklusive der USF-Bindungsstellen).
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Das Plasmid pHIV-WT enthdlt die HIV Corepromotorsequenz mit proximalen
Aktivatorbindungsstellen (-107 bis —8), sowie Major Late Sequenzen (-7 bis +9). Die Matrize
pGLCDA4Gal besitzt von Position —42 bis +20 die Sequenz des humanen CD4-Gens. Der
Promotor hat keine klassische TATA-Box, weist aber ein Initiatorelement von Position —3 bis
+5 auf.

In dieser Arbeit wurden standardmiBig 50 bis 100 ng aller Reporter pro Transkriptionsansatz
eingesetzt, mit Ausnahme des Plasmids pGLCD4Gal, das in einem Bereich von 20 bis 40 ng
verwendet wurde. Ein typischer Ansatz in einem Reaktionsvolumen von 20 ul war

folgendermallen zusammengesetzt:

Hepes-KOH, pH 8.2 25 mM Kernextrakt 30-50 pg

MgCl, 4-5mM RNasin 20U

DTT 5mM BSA (acetyliert) 10 pg

PMSF 0.2 mM ATP 100 uM

KCl1 40 — 80 mM UTP 100 uM
Glycerin 5 — 14% Glycerin CTP 5uM
BCO-Puffer 0-50% OMG (bzw. GTP) 20 uM (100 pM)
Igepal CA630 0-0.05% a-*P-CTP 135 uM (8 uCi)

Die einzelnen Ansidtze erhalten zuerst einen vorgemischten Mix A, welcher fiir die
Transkription essentielle Komponenten enthédlt. Dem Mix A werden, wenn ndtig,
rekombinante gereinigte Aktivatorproteine (10 — 40 ng) zugesetzt. Als nédchstes werden zu
testende Proben hinzugegeben. Anschliefend wird in jeden Ansatz die benétigte Menge
Kernextrakt pipettiert. Da Proben unterschiedlicher Ionenstirke bzw. unterschiedlicher
Viskositdt (Glycerin, Detergens etc.) zusammengegeben werden, ist es wichtig die
Reaktionsansétze ausreichend mit der Pipette zu durchmischen (dabei Luftblasenbildung
vermeiden). Die Ansdtze werden fiir 30 sec bei 12000 rpm zentrifugiert (Eppendorf-
Tischzentrifuge, RT). Die Reaktion wird durch Zugabe der Nukleotide (Start-Mix) gestartet.
Das Volumen einer Reaktion betrdgt 20 bis 22 pl. Die Transkriptionsreaktion wird nun fiir
60 min bei 28° C inkubiert. Danach stoppt man durch Zugabe von 0.4 ml Stopp-Puffer,
extrahiert einmal mit Chloropane, und fallt mit 0.4 ml eiskaltem Isopropanol fiir mindestens
2h bei -20°C, am besten jedoch iiber Nacht. Einer vierzigminiitigen Zentrifugation
(Eppendorf-Kiihlzentrifuge, 4° C, 14000 rpm) schlie3t sich das Waschen des Prézipitats mit
0.8 ml eiskaltem 70 % Ethanol an. Der im Vakuumkonzentrator getrocknete Niederschlag
wird in 10 pl Formamid-Auftragspuffer aufgenommen und durch flinfzehnminiitige
Inkubation bei 58° C geldst. Die Analyse der Transkripte erfolgt auf einem denaturierenden

Polyacrylamidgel mit 1x TBE als Gel- und Laufpuffer.
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MixA: Hepes-KOH (pH 8.2)
BC-Puffer mit variablem KCI-Gehalt
MgCl,
DTT
PMSF
RNase Block
BSA (acetyliert)
Reporter-Plasmid

ad 25 mM

ad 40-80 mM KCl
ad4 -5 mM

ad 5 mM

ad 0.2 mM

ad 1 U/ul (0.5 ul)
ad 0.5 pg/ul

1 —5ng/pl

Die Angaben beziehen sich auf die Endkonzentration (ad) im fertig gemischten Transkriptionsansatz.

Start-Mix: 0.2 ul OMG-Mix bzw. NTP-Mix
0.8 ul a-**P-CTP (3000 Ci/mmol)

NTP-Mix: 10 mM ATP
10 mM UTP
10 mM GTP
0.5 mM CTP

OMG-Mix: 10 mM ATP
10 mM UTP
2 mM OMG
0.5 mM CTP

Stopp-Puffer: 7M Harnstoff

10 mM Tris-HCI, pH 7.8
10 mM EDTA/NaOH, pH 8.0

0.5 % (w/v) SDS
100 mM LiCl

0.4 mg/ml RNA aus Hefe""
300 mM Natriumacetat

¢ Praparation der RNA: S. cerevisiae RNA (Serva) wird ad 20 mg/ml in TE gelést und 1 h bei 95° C im
Wasserbad inkubiert. Unlosliche Bestandteile werden durch Zentrifugation (Heraeus Multifuge 3L-R, 3900 rpm,
30 min, RT) abgetrennt. Der Uberstand wird zweimal mit Chloropane extrahiert. SchlieBlich wird die Losung bei

—20° C gelagert.

Formamid-Auftragspuffer: 97% Formamid (deionisiert)
20 mM Tris-HCI pH 7.3
10 mM EDTA/NaOH pH 8.0

0.1 % (w/v) BPB
0.1 % (w/v) XC

Elektrophorese der Proben auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel: Die Proben

werden auf einem 4.5%igen (Transkripte groer 400 Basen) bzw. 5.0%igen (Transkripte von

200 — 400 Basen) denaturierenden Harnstoff-Polyacrylamidgel (20 cm x 16 cm Glasplatten,
1.5 mm Abstandhalter) aufgetrennt. Zu 50 ml der Gellésung werden 0.4 ml 30% (w/v) APS-

Losung und 25 ul TEMED gegeben.
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Die Gellosung wird zwischen die Glasplatten gegossen, man setzt den Geltaschenformer ein,
und 146t das Gel fiir 10 min polymerisieren. Jetzt kann der Geltaschenformer gezogen werden,
und man la6t das Gel nochmals fiir 20 min auspolymerisieren. Nach 20 min Vorlauf bei
konstant 50 mA werden die Proben aufgetragen und fiir ca. 120 min bei 50 mA im
elektrischen Feld aufgetrennt. Das Gel wird abgenommen, 15 min in 10 % (v/v) Essigsiure
fixiert, 2x 2 min mit H>O (bidest.) gespiilt, auf 3MM Whatmanpapier tibertragen, und 1 h bei
80° C auf dem Geltrockner im Vakuum getrocknet. Die Autoradiographie erfolgt {iber Nacht
mit einer Verstérkerfolie.

Gellosung: 4.5 % bzw. 5% (w/v) (19:1) Acrylamid/Bisacrylamid
1x TBE
8 M Harnstoff
durch einen Faltenfilter filtrieren

3.16.1.2. “Primer-Extension”-Analyse der Transkripte

Bei dieser Technik erfolgt zunichst eine Transkription wie in Kapitel 3.16.1.1. beschrieben,
wobei zirkuldre (superhelikale) Plasmide transkribiert werden und die Transkripte nicht
radioaktiv markiert werden, so daB3 die Endkonzentration aller vier NTPs bei 100 um liegt.
Der Nachweis der synthetisierten RNA erfolgt durch die Hybridisierung eines *2P-
endmarkierten Primers gegen das Transkript gefolgt von dessen reverser Transkription. Die
anschlieBende Auftrennung der radioaktiv markierten reversen Transkriptionsprodukte in
einem Sequenzgel ermdoglicht die indirekte Analyse der Transkripte. Der in dieser Arbeit
verwendete Primer ,,G-less new” (Abschn. 2.7.) ist komplementér zu einer Sequenz innerhalb
der G-freien Kassette des Reporters pMLC2AT, und es entsteht ein ca. 140 bp langes reverses
Transkriptionsprodukt.

Reinigung und Fillung der RNA: Nach der Inkubation des Transkriptionsansatzes stoppt
man die Reaktion durch Zugabe von 0.4 ml Stopp-Puffer, gibt Proteinase K ad 30 pg/ml zu,
inkubiert 15 min bei 40° C, und extrahiert schlieBlich einmal mit Chloropane sowie einmal
mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1). Zwischen den Extraktionsschritten wird zentrifugiert
(Eppendorf-Tischzentrifuge, ~ 14000 rpm, 10 min, RT). Zum  Uberstand  der
Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion gibt man 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 4.8)
sowie 1.0 ml eiskaltes Ethanol, mischt und fillt die RNA bei —20° C iiber Nacht. Am néachsten
Tag wird die RNA sedimentiert (Eppendorf-Kiihlzentrifuge, 14000 rpm, 40 min, 4° C), mit
0.8 ml eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen und im Vakuumkonzentrator zur Trockne
eingeengt.

Hybridisierung des Primers: Diese erfolgt im Hybridisierungs-Mix (40 mM Pipes-NaOH,
pH 6.7, 1 mM EDTA, 0.2 % (w/v) SDS, 250 mM NaCl, 10 U RNasin, 20 fmol Primer) in
welchem die getrocknete RNA geldst wird (Endvolumen 50 pl).
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Da im Transkriptionsansatz 100 ng pMLC2AT-Reporter (3 kb; ca. 50 fmol) eingesetzt
worden sind, und man bei einem vierzigfachen Primer-UberschuB arbeitet, ergibt sich die
Primer-Menge aufgrund des Erfahrungswertes, daB3 nur 1% aller Reporter tatsdchlich
transkribiert werden. Die Proben werden nun fiir 5 min bei 65° C im Wasserbad inkubiert und
sogleich fiir weitere 40 min bei 45° C gehalten. Danach erfolgt eine langsame Abkiihlung der
Proben auf RT (durch Abschalten des Wasserbades). Es werden 250 pl H,O (bidest.), 120 ul
4 M Ammoniumacetat (pH 7.0) und 300 pl Isopropanol (RT!) zugegeben. Eine Inkubation fiir
10 min bei RT schliet sich an. Bei diesem Schritt prazipitiert praferentiell die RNA mit dem
hybridisierten Primer, iiberschiiBiger Primer bleibt groBtenteils im Uberstand. Das Prizipitat
wird durch Zentrifugation sedimentiert (Eppendorf-Tischzentrifuge, 14000 rpm, 10 min, RT),

mit 70 % eiskaltem Ethanol gewaschen und im Vakuumkonzentrator getrocknet.

Reverse Transkription: Die RNA mit hybridisiertem Primer wird im RT-Mix (1x RT-Puffer
von USB, 500 uM dNTPs, 40 ng/ul Actinomycin D, 0.2 U/ul RNasin, 100 ng/ul acetyliertes
BSA) gelost. Nach Zugabe von 1 ul (15 U) AMV Reverser Transkriptase wird fiir 1 h bei
37° C in einem Volumen von 50 pl inkubiert. Dann wird DNase-freie RNase A ad 0.4 ng/ml
zugegeben und fiir 10 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 0.2 ml Stopp-Puffer und
Chloropane-Extraktion (0.4 ml), gibt man zum Uberstand 1/10 Volumen Natriumacetat
(pH 4.8) und 1 Volumen eiskaltes Isopropanol, und fillt bei —20° C fiir mindestens 2 h (oder
UN). Das Prizipitat wird sedimentiert (Eppendorf-Kiihlzentrifuge, 14000 rpm, 30 min, 4° C),

in eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen und im Vakuumkonzentrator getrocknet.

Gelelektrophorese: Die Analyse der reversen Transkripte erfolgt in denaturierenden
Harnstoff-TBE-Polyacrylamidgelen (Abschn. 3.9.3.), die 1 h bei konstant 25 mA vorgelaufen
waren. Zum Auftragen auf das Gel werden die Proben wie folgt behandelt. Das getrocknete
Prazipitat wird durch Zugabe von 3 ul 0.1 M NaOH und 6 ul Formamid-Auftragspuffer
geldst, 2 min bei 95° C erhitzt und sogleich auf Eis abgeschreckt. Die Elektrophorese erfolgt
mit 8 %igen Gelen. Nach dem Gellauf wird das Gel in 10 % (v/v) Essigsdure fixiert, auf
3MM Whatmanpapier iibertragen, und 1h bei 80° C auf dem Geltrockner im Vakuum

getrocknet. Die Autoradiographie erfolgt {iber Nacht mit einer Verstéarkerfolie.

Hybridisierungsmix: RT-Mix:

0.5 M Pipes-NaOH, pH 6.7 4 ul 5x RT-Puffer (USB) 10 pl
0.05 M EDTA, pH 8.0 1 ul dNTPs (25 mM) 1l

10 % (w/v) SDS 1 ul Actinomycin D (4 mg/ml) 0.5 ul

5 M NaCl 2.5 ul BSA (20 mg/ml) 0.25 pl
RNasin (20 U/pl) 0.5 ul RNasin (20 U/pl) 0.5 ul
H,O (bidest.) 39.5 ul H,O (bidest.) 36.75 ul
Primer (13 fmol/ul) 1.5ul AMYV Rev. Transkr. (15 U/ul) lul

50 ul 50 ul
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Stopp-Puffer: 200 mM NaCl
10 mM Tris-HCI, pH 8.0
1 mM EDTA
0.1 % (w/v) SDS
100 pg/ml tRNA

3.16.1.3. Immundepletion von Kernextrakten

Immobilisierte Antikorper (2 mg/ml; Protein G oder Protein A Sepharose) werden in
[P-Puffer (Abschn. 3.13.7.2.), der BSA (acetyliert) in einer Endkonzentration von 0.2 mg/ml
enthilt, dquilibriert. Alle Schritte werden auf Eis oder im Kiihlraum in silikonisierten
Reaktionsgefdflen durchgefiihrt. In der Regel werden zundchst 1.1 ml Kernextrakt (6 — 10
mg/ml) auf folgende Bedingungen eingestellt: 0.15M KCI, 0.1 % (v/v) Igepal CA630,
0.2 mM PMSF, 0.1 mM Benzamidin sowie 1 pug/ml Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin A.
Darauthin erfolgt die Inkubation von 0.5 ml des Kernextraktes mit 0.1 ml des immobilisierten
Antikorpers fiir 3h auf dem Drehrad. Mit weiteren 0.5 ml Kernextrakt und der
entsprechenden Kontrollantikérper-Saule (0.1 ml) wird identisch verfahren. Der Rest des
Extraktes bleibt so lange auf Eis (Ausgangsprobe). Die beiden Uberstinde werden durch
Zentrifugation  (Eppendorf-Kiihlzentrifuge, 2000g, 2min, 4°C) von den
Immunglobulinsdulen separiert, in Aliquots bei —80° C weggefroren und in der in-vitro-
Transkription (Abschn. 3.16.1.1.) zusammen mit der Ausgangsprobe analysiert. Beide
Antikorpersdulen werden, wenn nicht anders angegeben, in 5x 50 CV IP-Puffer gewaschen,

auf BC100 &dquilibriert und auch in der in-vitro-Transkription getestet.

3.16.2. In-vitro-Transkription im rekonstituierten System

Rekonstituierte  RNA-Polymerase Il in-vitro-Transkriptionssysteme aus  gereinigten
Generellen Transkriptionsfaktoren bieten den Vorteil, dall ihre Komponenten definiert sind,
und der (potentielle) Effekt von akzessorischen Transkriptionsfaktoren in diesen Systemen
einfach durch Zugabe getestet werden kann, was unter anderem auch mechanistische Studien
extrem erleichtert. Der Nachteil des gereingten Systems liegt darin begriindet, dal} es nur aus
dem minimalen Satz an Faktoren besteht, die fiir die in-vitro-Transkription nétig sind, und so
viele Kontrollmechanismen des Kernextraktsystems, die man auch in vivo vorfindet, nicht
mehr vorhanden sind. Beispielsweise ermdglicht es nicht die Transkription von TATA-losen
Promotoren. Dies bedeutet daher auch, daf3 es ein Testsystem fiir ein begrenztes Repertoire an

Faktoren représentiert.
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Wenn nicht anders beschrieben, enthdlt das rekonstituierte System folgende generelle
Transkriptionsfaktoren:

10 ng rekombinantes Ea und EB, 35 ng rekombinantes TFIIA(aBy), 20 ng rekombinantes
TFIIB, 10ng rekombinantes TBP bzw. 1.0 ul einer nativen TFIID-Fraktion, 1 pl
rekombinantes TFIIF (Rap74 u. Rap30 in SF9-Zellen coexprimiert) und 1.0 — 1.5 pl einer
Fraktion die RNA-Polymerase I, TFIIH und TFIIE enthélt. Diese Fraktion wurde
gegebenenfalls fiir kontaminierende humane Mediatorkomponenten depletiert. Ein noch
saubereres System enthielt 2 — 4 ul RNA-Polymerase II aus Kalbsthymus und 0.5 — 1 pl
rekombinantes TFIIH (alle Untereinheiten in SF9-Zellen zum Teil coexprimiert; Fukuda et
al., 2001). Da dieses System komplett frei von GTP ist, besteht keine Notwendigkeit die
Matrizen fiir die Transkriptionsanalyse mit einem Restriktionsenzym zu linearisieren.

Die Transkriptionsreaktionen werden im Prinzip identisch wie unter 3.16.1.1. beschrieben
prozessiert. Anstelle des Kernextraktes tritt allerdings ein Faktor-Mix, der die Generellen

Transkriptionsfaktoren enthélt.

Faktor-Mix:

BSA acetyliert (20 mg/ml) 0.2 ul
TFHEof (Nickel-NTA-Agarose- bzw. Heparin-Sepharose-Fraktion) 0.2 ul
TFIIF (Superose 12-Fraktion) 1.0 pl
TFIIB (Heparin-Sepharose-Fraktion) 0.2 pl
P11(0.5)-DE52(0.3)-Fraktion (RNA-Polymerase II, TFIIH, TFIIE) 1.0-1.5pl
oder

RNA-Polymerase II (Kalbsthymus, DE52-Fraktion) 2.0-4.0 pl
und TFIIH rekombinant 0.5-1.0pul
TFIIAaBy (Nickel-NTA-Fraktion, corenaturiert) 0.5 ul
TFIID (DE52-Fraktion) 1.0 pl

bzw. TBP (Heparin-Sepharose-Fraktion) 0.1 ul

Faktoren in der beschriebenen Reihenfolge bei RT zusammenpipettieren.

3.17. Helikaseaktivititsuntersuchungen

Zum Auffinden von Helikaseaktivitit in Proteinfraktionen in vitro wurde folgendes
Testsystem eingesetzt. Ein radioaktiv markiertes 17 bp Oligodesoxyribonukleotid wird mit
zirkulirer Einzelstrang-DNA  hybridisiert. Uber eine Gelfiltration wird das freie
Oligodesoxyribonukleotid abgetrennt. Helikasen sind in der Lage das hybridisierte

Oligonukleotid (Substrat) in einer ATP-abhédngigen Reaktion von der zirkuldren Einzelstrang-
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DNA wieder abzutrennen. Substrat und abgetrenntes Oligodesoxyribonukleotid kénnen durch
TBE-Polyacralamidgelelektrophorese analysiert werden.

Dazu werden 10 pmol des M13 (Seq.-40) Primers (Abschn. 2.7.) mit 20 pmol y->*P-ATP
(3000 Ci/mmol) in einem Volumen von 20 pl radioaktiv markiert (Abschn. 3.6.4.). Der
Ansatz wird 10 min bei 95° C inkubiert, auf Eis abgeschreckt und kurz zentrifugiert
(Eppendorf-Tischzentrifuge, 14000 rpm, 30 sec, RT). Nun werden 7 ul (0.73 pmol)
M13mp19(+)-Einzelstrang-DNA (0.25 pg/ul) und 3 pl 10x MI13-Hybridisierungspuffer
zugegeben. Die Probe wird fiir 2 min bei 95° C inkubiert und in ein Wasserbad bei 60° C
transferiert, wo eine Inkubation fiir 10 min erfolgt. Nun 146t man durch Abschalten des
Wasserbades auf RT abkiihlen. Der Ansatz wird auf eine 1.0 ml Sepharose CL-4B (APB)
Sdule (in 1 ml Plastikspritze mit 20G: 0.9x70 mm Kaniile) aufgetragen, die in 0.2x STE bei
Gravitationsflul entwickelt wird. Die ersten 300 pl sammelt man in einem Reaktionsgefal3,
dann wird in 25 pl Aliquots gesammelt. Fraktionen, die die meiste Radioaktivitit enthalten,
werden im Polyacrylamidgel analysiert (sieche unten).

Helikasereaktionen werden in einem Endvolumen von 25 ul, bei 37°C fiir 45 min
durchgefiihrt. Die Reaktion findet in 1x Helikasepuffer mit 4 ng/ul BSA (acetyliert), 0.2 mM
PMSF und 4 mM ATP statt. Pro Ansatz werden 1 — 2 ul Substrat (ca. 6 — 12 fmol) verwendet.
Zu analysierende Fraktionen werden in einem Volumen von 1 bis 3 pul eingesetzt. Die
Reaktion wird durch Zugabe von 3 pl Stopp-Puffer gestoppt, und die Ansétze im 0.5x TBE-
Polyacrylamidgel mit 0.5x TBE als Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt (Vorlauf 1 h
konstant 120 V; Auftrennung der Proben 2h, 120 V konstant). Das Gel wird in 10 %
Essigsdure/10 % Methanol fixiert, auf Whatman 3MM Papier bei 80° C im Vakuum
getrocknet, und bei —80° C autoradiographiert.

10x M13-Hybridisierungspuffer: 400 mM Tris-HCI, pH 7.5 (RT)

100 mM MgCl,
2 M NaCl
10 mM DTT
10x Helikasepuffer: 200 mM Hepes-KOH, pH 7.8
10 mM DTT
40 mM MgCl,
Stopp-Puffer: 75 mM EDTA Polyacrylamidgel: 20 ml Rotiphorese Gel30 (37.5:1)
2.25 % (w/v) SDS 5ml 5x TBE
37.5 % (v/v) Glycerin 25 ml H,O (bidest.)
0.3 % (w/v) BPB 0.4 ml 30 % APS

0.3 % (w/v) XC 25 ul TEMED
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3.19. Bioinformatik

Ein Uberblick der Vielzahl unterschiedlicher bioinformatischer Werkzeuge im Internet wurde
beschrieben (Baxevanis, 2001; Baxevanis, 2002).

3.19.1. Homologie-Analysen

3.19.1.1. BLAST

Fiir Homologieanalysen von Nukleinsduren und Proteinen auf Sequenzbasis wurde der NCBI
BLAST-Server verwendet: ht t p: / / www. ncbi . nl m ni h. gov/ BLAST/

3.19.1.2. PSI-BLAST

Fiir das Auffinden von schwachen Homologien- bzw. Homologieregionen hat sich das
Programm PSI-BLAST bewihrt (siche obige Internet-Adresse). Eine Einfiihrung in die
korrekte Benutzung findet sich in der folgenden Publikation (Jones und Swindells, 2002).

3.19.1.3. ,,Multiple Alignment”

Homologe Polypeptidsequenzen werden unter Verwendung der BLAST-Server identifiziert.
Dariiber hinaus hat sich ein Algorithmus zum Auffinden von Orthologen bewéhrt:
ht t p: / / www. bor k. enbl - hei del ber g. de/ Bl ast 2e/

Das ,,multiple alignment* kann am ,,BCM Search Launcher
(http://dot.ingen.bcmtnc. edu: 9331/ multi-align/nulti-

al i gn. ht m ) ausgefiihrt werden. Alternativ kann das Programm ClustalW auf dem Server
der AG Bork am EMBL (htt p: // www. bor k. enbl - hei del ber g. de/ Al i gnment /
al i gnment . ht m ) eingesetzt werden.

Fir Mitglieder der HGF-Forschungsinstitute ist der Zugang zu dem Komplettpaket W2H-
Husar {iber ein ,web interface am DKFZ (http://genius. enbnet. dkfz-
hei del ber g. de/ ) nach Registrierung kostenlos. Dort stehen mehrere Programme fiir das
wmultiple alignment zur Verfiigung (ClustalW, PileUp, Malalign). Eine Evaluierung der
unterschiedlichen Werkzeuge bzgl. spezifischer Fragestellungen wurde diskutiert (Thompson
etal., 1999).
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3.19.2. Vorhersage der Exon-Intron-Struktur von Genen

Die Genvorhersage wurde mit dem Programm Genscan durchgefiihrt:
htt p: // genone. dkf z- hei del ber g. de/ cgi - bi n/ GENSCAN genscan. cgi
bzw. htt p: // genes. m t. edu/ GENSCAN. ht m

3.19.3. Vorhersage von Strukturmotiven

Die Vorhersage von Strukturmotiven wurde entweder am Bioinformatik-Server der Stanford
Universitit (http: // notif. stanford. edu/ enotif/) oder am SIB (Swiss Institute
of Bioinformatics) mit dem ExPASy-Server (http://hits.isb-sib.ch/cgi-
bi n/ PFSCAN? und http://us. expasy.org/tool s/scanprosite/)
durchgefiihrt. Bewéhrt hat sich auch das Programm ,,DomainSweep** des Bioinformatikpakets
W2H-Husar, welches automatisch die Datenbanken , BLOCKS®, ,PFAM®, ,,PRINTS®,
»PROSITE® und ,,PRODOM* durchsucht (http://genius. enbnet. dkfz-
hei del ber g. de/).

3.19.4. Sekundirstrukturvorhersagen

Sekundérstrukturvorhersagen wurden mit Hilfe des nachstehenden Servers generiert:
http://jura. ebi.ac. uk: 8888/

3.19.5. Auffinden von Kernlokalisationssequenzen

Ein Server, der Kernlokalisationssequenzen in akkurater Weise vorhersagen kann (Cokol et
al., 2000), findet sich unter: ht t p: / / cubi c. bi oc. col unbi a. edu/ pr edi ct NLS.



4. Ergebnisse

4.1. Strategie zur Reinigung von USA(100) und PC2
4.1.1. Ein Testsystem zur Messung der Cofaktoraktivitit

Zum Nachweis von PCs wurde ein rekonstituiertes basales Transkriptionssystem verwendet,
das die generellen Transkriptionsfaktoren TFIIA, TFIIB, TFIIE, TFIIF, TFIID und TFIIH,
sowie RNA-Polymerase II enthdlt (Werten et al., 1998). Als Reporter dienten virale
Modellpromotoren (pMRGS, pML5xGAL), die fiinf Gal4-Bindungsstellen stromaufwérts der
TATA-Box und eine G-freie Kassette besitzen, und als zirkulire Plasmide eingesetzt wurden.
Als interne Kontrolle fungierte ein Reportergen (pMLAS3), dem Erkennungsstellen fiir
Aktivatoren fehlen (Abschn. 3.16.1.). Es kamen verschiedene Modellaktivatoren, wie
beispielsweise die Fusionsproteine Gal4-AH, Gal4-Spl und Gal4-VP16 zum Einsatz. Diese
miissen gereinigt und auf ihre Transkriptions- bzw. DNA-Bindungsfunktion getestet werden.
Dies soll hier am Beispiel von Gal4-AH demonstriert werden. Gal4-AH ist ein synthetischer
Transkriptionsaktivator, der sich vom Hefeprotein Gal4 ableitet. Er ist sowohl in vivo als auch
in vitro in Kombination mit anderen Transkriptionsfaktoren aus Sdugerzellen aktiv
(Ubersichtsartikel: Ptashne und Gann, 1990).
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Abb. 9: Reinigung von Gal4-AH und Analyse seiner DNA-Bindungsfunktion. (A) EMSA mit aufsteigenden
Mengen an Gal4-AH (Spur 2 bis 11). Es wurden 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0, 20.0, 50.0 und 100.0 ng
gereinigtes Gal4-AH und 20 fmol der 150 bp Sonde (mit 5 Gal4-Bindungsstellen) pro Spur eingesetzt. Die
Besetzung der einzelnen Gal4-Bindungsstellen ist gezeigt (I bis V). Sind alle Bindungsstellen okkupiert kommt
es zur Ausbildung von Komplexen hoherer Ordnung (h.O.). Das EcoRI-Fragment des Plasmids pMLIN4 (Stelzer
et al., 1994) wurde, wie unter Abschn. 3.6.6. beschrieben, radioaktiv markiert, gereinigt, und als Sonde
verwendet. (B) Coomassie gefdarbtes SDS-Polyacrylamidgel, das die Superdex 75 Fraktion des gereinigten
Proteins Gal4-AH zeigt (Spur 2). Spur 1: Molekulargewichtsstandard in kDa.
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Das Protein besteht aus einer DNA-bindenden Doméne (Aminoséuren 1-94 von Gal4), einer
kryptischen (Aminosduren 95-147 von Gal4) sowie einer synthetischen Aktivierungsdomine,
dem 15 Aminosduren langen AH-Peptid (Giniger und Ptashne, 1987) mit folgender
Aminoséduresequenz: HyN-(ELQ)3;-A-L,-Q3-CO,H.

Gal4-AH wurde wie in Abschn. 3.13.8. beschrieben iiber Ammoniumsulfatfillung,
Chromatographie an Heparin-Sepharose und anschlieBender Gelfiltration auf Superdex 75
gereinigt (Abb. 9B). In einem Gelretardationsexperiment (EMSA) wurde die DNA-
Bindungsfahigkeit des gereinigten rekombinanten Proteins mit einer radioaktiv markierten
150 bp Sonde, welche flinf Gal4-Bindungsstellen besitzt, untersucht. Mit zunehmender
Menge an Gal4-AH kann man bei gleichbleibender Konzentration der Sonde eine sequentiell
ansteigende Besetzung der fiinf vorhandenen Gal4-Bindungsstellen beobachten (Abb. 9A).
Die Funktionalitét der Aktivierungsdomine wurde im rekonstituierten
in-vitro-Transkriptions-system evaluiert (siche Abb. 10C und 10D bzw. Daten nicht gezeigt).
Eine schematische Darstellung der verwendeten Reporter findet sich in Abbildung 10B.

4.1.2. Reinigungsschema

Schon 1991 fiihrten erste Versuche, stimulierende Komponenten aus der Cofaktorfraktion
USA (Abschn. 1.2.7.) zu isolieren, zur Entdeckung der USA(100) Aktivitdt (Meisterernst et
al., 1991), aus der spiter die PC2 Aktivitdt gereinigt wurde (Kretzschmar et al., 1994b). Die
Abbildung 10A zeigt das Reinigungsschema, das in dieser Arbeit verwendet wurde. Die PC2
Aktivitdt kann aus USA sowohl durch DE52-Chromatographie (Abb. 10C) als auch durch
Chromatographie an Ni*"-NTA-Agarose (Abb. 10D; Halle er al., 1995) dargestellt werden.
Eine weitergehende Analyse mittels GroBenausschluBchromatographie (Superose 12,
SMART-System) bei anndhernd physiologischen pH- und Salzbedingungen zeigte, dal3 die
Aktivitdt bei einem apparenten Molekulargewicht von 500 kDa eluiert (Kretzschmar et al.,
1994b). Im Labor konnte zudem gezeigt werden, dal3 fiir die PC2 Aktivitidt weder die TAFs
des TFIID-Komplexes noch bereits bekannte PCs ursdchlich verantwortlich sind. Dariiber
hinaus unterschied sich PC2 von anderen Cofaktoren dadurch, da3 es auch nach der Bindung
von TFIIA und TFIID an den Promotor aktiv war, was auf eine Funktion in einem spiteren
Schritt der Préinitiationskomplexbildung hinweist (G. Stelzer und M. Meisterernst,
unverdffentlicht). Auffillig ist zudem die Stimulation der basalen Transkription durch PC2
Fraktionen (siche Abb. 10C, vierte Spur von links) — eine Eigenschaft die auf eine mehr
generelle Cofaktoraktivitit hindeutete, und diese Aktivitdt besonders interessant erscheinen
lieB. Es war deshalb ein primédres Ziel Polypeptide zu identifizieren, die mit der PC2 Aktivitét
coeluieren. Allerdings fiihrten weitere klassische Chromatographieschritte nach der DEAE-
Cellulose (DES52) fast immer zur Inaktivierung von PC2, weshalb sich dieses Unterfangen

zunichst schwierig gestaltete. Deshalb wurde, wie im weiteren Verlauf dieser Arbeit
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dargestellt, der Versuch unternommen Affinititssysteme zu entwickeln, welche die
Identifizierung von PC2 assoziierten Polypeptiden ermoglichen sollten. Als besonders
hilfreich hat sich dabei die Affinititschromatographie an GST-VP16 (immobilisiert auf
Glutathionsepharose), sowie der Einsatz eines motivspezifischen Antikdrpers erwiesen, der
gegen homopolymere Glutaminabfolgen in Proteinen gerichtet ist. Davon wird in den
nichsten Abschnitten die Rede sein.

A C

HeLa Kernextrakt ,;jt'\ RS ggz" &
I \? h‘ h‘ h ¢ h‘
2 F A B 2 2
P11 F &f& & F &
o085 12 aktiviert—> - G
03 0 [USA
0.1 I ]
DES2 0.1 Ni-NTA
USA(100) r/_/_,r—”/l—-loo basal - PR
ml;sz s P PC2 System PC2 (DE52)
‘_,/r/"’ﬂ Aktivitiit
o0 000 0.3
) PC2
Aktivitiit

l D

Superose 12
apparentes MGW \va\ \Vv‘g\ \V&
500 kDa & & & v
aktiviert = - -
5xGAL Promotor
- aktiviert
basal —>

basal PC2 (Ni-NTA) - 1x 3x 3x

Abb. 10: Reinigungsstrategie fiir PC2 und Messung der Cofaktoraktivitit in einem rekonstituierten in-vitro-
Transkriptionssystem. (A) FluBdiagramm zur Isolierung der PC2 Aktivitdt ausgehend von einem HeLa Zellkern-
extrakt tiber eine Phosphocellulose-Saule (P11) und zwei DEAE-Cellulose-Saulen (DE52) bzw. Metallionen-
affinitdtschromatographie (Ni-NTA). USA eluiert bei 0.85M KCl von der Phosphocellulose P11. Der
Saulendurchbruch der ersten DEAE-Cellulose-Sdule bei 0.1 M KCl (DES520.1) enthdlt USA(100), die
Vorlduferfraktion zur Anreicherung der PC2 Aktivitit, welche in einem Gipfel bei 0.09 M KCI der
nachgeschalteten zweiten DE52-Saule eluiert. Eine biochemisch und funktionell identische Aktivitit findet sich
in den Eluaten (zwischen 20 und 100 mM Imidazol) einer Ni*"-NTA-Agarosesiule. MGW: Molekulargewicht.
(B) Die verwendeten Reporterkonstrukte pMRGS (aktiviert) und pMLAS3 (basal) sind schematisch dargestellt.
Der Reporter zur Messung der aktivierten Transkription enthélt fiinf Bindungsstellen fiir Gal4-Aktivatorproteine
(5xGAL). (C) Analyse der PC2 Aktivitdt einer DE52-Fraktion. 6 pl der Fraktion wurden im rekonstituierten
in-vitro-Transkriptionssystem mit jeweils 20 ng der beschriebenen Reporter getestet. Als Aktivatoren (je 25 ng)
wurden Gal4(1-94)-Spl und Gal4(1-147)-AH benutzt. Gal4(1-94), das keine Aktivierungsdoméne aufweist,
diente als Kontrolle. (D) Analyse der PC2 Aktivitit einer Ni*'-NTA-Agarose-Fraktion (20 mM Imidazol). Es
wurden 1 und 3 pl der Fraktion wie in (C) getestet.
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4.2. Die Coaktivatorfunktion von PC2 lafit sich durch
Affinititssysteme depletieren

4.2.1. Die PC2-Funktion bindet an die Aktivierungsdomine des viralen
Transaktivators VP16

Ausgangspunkt fiir die Affinitdtsreinigung mittels der Aktivierungsdoméne von VP16
(Abschn. 1.2.5.2.) war folgende Hypothese: “Ein Coaktivator sollte an die
Transaktivierungsdomine eines Modellaktivators binden”. Der virale Aktivator VP16 wurde
deshalb gewihlt, weil er zum einen eine kompakte Aktivierungsdomine (79 aa, 8.4 kDa)
aufweist, die sehr gut charakterisiert ist, zum anderen in vielen Eukaryonten, von der
Béckerhefe bis zum Menschen, aktiv ist. Letzteres macht ihn zu einem idealen Werkzeug fiir
die Untersuchung genereller Cofaktorfunktionen, die evolutiondr konserviert sind. Ein
gewisser Nachteil von VP16 ist die Tatsache, dal seine Aktivierungsdoméne einen sehr
hohen Anteil an sauren Aminosiureresten besitzt (pI=3.4), was eine Uberlagerung von
Kationentauschereffekten mit der eigentlichen Affinitdtschromatographie mit sich bringt.
Dieses Manko kann aber zum Teil dadurch wettgemacht werden, dal Punktmutationen
bekannt sind, die zu einem Funktionsverlust der Aktivierungsdoméne in vivo und in vitro
fiihren (Abschn. 1.2.5.2.), welche wiederum als ,,Kontrollsdulen* (Abschn. 3.13.6.) eingesetzt
werden konnen. Von dieser Moglichkeit wird in einem spéteren Abschnitt der
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Abb. 11: Depletion der Cofaktoraktivitdt von PC2 durch immobilisiertes GST-VP16. (A) Die Aktivitit wird
durch GST-VP16 (AGST-VP16) nicht aber durch eine GST-Kontrollsdule (AKontrolle) gebunden. (B) Die
Aktivitdt 146t sich mit Hilfe von 10 mM Glutathion von der Affinitdtssidule eluieren (Eluat). Als Auftrag diente
jeweils eine PC2 DES52-Fraktion.
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Arbeit Gebrauch gemacht. Vorarbeiten im Labor (K. Kaiser) konnten demonstrieren, dal die
PC2 Funktion in der Tat an immobilisiertes GST-VP16 bindet, nicht aber an
GST-Kontrollsdulen. Die Cofaktoraktivitit 148t sich zudem durch eine schonende Elution der
Affinitdtssdule mit Glutathion — dabei wird allerdings die funktionelle Gruppe (GST-VP16)
miteluiert — zuriickgewinnen. Das Verfahren ist exemplarisch in Abbildung 11 dargestellt. Da
bei dieser Methode ein groBer UberschuB an GST-VP16-Fusionsprotein in den Eluaten
prasent ist, war sie so nicht einsetzbar um Polypeptide in einem silbergefdarbten SDS-
Polyacrylamidgel zu identifizieren, die an die Aktivierungsdoméne von VP16 gebunden
hatten. Ferner war zu diesem Zeitpunkt schon bekannt, da VP16 mit verschiedenen
Coaktivatoren (z.B. PC4, SAGA und NuA4) und generellen Transkriptionsfaktoren
wechselwirken kann (Abschn. 1.2.5.2.), so daB3 die Suche nach einem weiteren Aktivator-

unabhingigen Affinititssystem angezeigt war.

4.2.2. Die PC2 Funktion wird durch einen anti-Polyglutamin-Anktikorper
beeintrichtigt

Auf der Suche nach einem zusitzlichen Affinititssystem erwies sich ein monoklonaler
Motivantikdrper (1F8; Dr. H.T.M. Timmers, Utrecht, unverdffentlicht), der homopolymere
Glutaminabfolgen in Proteinen bindet, als geeignetes Werkzeug zur (partiellen) Depletion der
PC2 Funktion. Motivantikdrper, welche Proteinmotive, die selbstverstidndlich in vielen
verschiedenen zelluldren Proteinen vorhanden sein konnen, als antigene Epitope erkennen,
waren insofern gute Kandidaten, da Transkriptionsfaktoren in der Regel eines oder mehrere
dieser antigenen Determinanten besitzen. Zum Beispiel sind glutamin-, serin-/threonin-,
aspartat-/glutamat- und prolinreiche Sequenzabschnitte bei Transkriptionsfaktoren haufig
anzutreffen (Abschn. 1.2.5.). Die bereits erwdhnte Stimulation der basalen Transkription
durch PC2 Fraktionen (Abb. 10C) war aullerdem in funktioneller Hinsicht &hnlich zur
Wirkungsweise des sogenannten Mediators aus S. cerevisiae, einem Coaktivator der
Béckerhefe, welcher zu Beginn der neunziger Jahre erstmals beschrieben wurde
(Abschn. 1.3.1.). Der Hefe-Mediator enthdlt zwei Polypeptide (Med3 und Galll), mit
Polyglutaminregionen, so da} ein Austesten des Motivantikorpers 1F8 sinnvoll erschien.
Tatsdchlich konnte eine deutliche Verminderung der Cofaktorfunktion von PC2 beobachtet
werden, wenn PC2 Fraktionen mit auf Protein G Sepharose immobilisiertem 1F8-Antikorper
inkubiert wurden, und eine Analyse des Uberstandes im rekonstituierten in-vitro-
Transkriptionssystem erfolgte (Abb. 12A, mittlere Spur). Auffillig war wiederum, dall auch
die basale Funktion, &hnlich wie bei der Depletion an immobilisiertem GST-VP16
(Abb. 12A), von dieser Prozedur betroffen war. Wie in Abb. 12B zu erkennen, reduzierte die
Immundepletion der PC2 Vorlduferfraktion USA mit dem anti-Polyglutamin-Antikorper die
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Abb. 12: Der anti-Polyglutamin-Motivantikorper 1F8 als Werkzeug zur Bindung PC2 assoziierter Proteine. (A)
Depletion der PC2 Aktivitit (Ni*'-NTA-Fraktion) im Durchlauf (A1F8) einer 1F8 Protein G Sepharosesiule. Als
Saulen zur Spezifititskontrolle wurden Protein G Sepharose gebundener NC2a(4G7)-Antikérper (AK1) und
Protein G Sepharose (AK2) eingesetzt. Die in-vitro-Transkriptionsanalyse erfolgte wie in Abb. 10 dargestellt.
(B) Beeintriachtigung der basalen Stimulation der in-vitro-Transkription durch USA im Durchbruch (USAA1F8)
einer 1F8 Protein G Sepharosesédule. Die Analyse erfolgte im rekonstituierten System mit TBP und 50 ng des
Reporters pML5xGAL (ohne Gal4-Aktivatorproteine).

Stimulation der basalen Transkription durch USA in dhnlicher Weise. Da der Motivantikdrper
auch TBP und damit den generellen Transkriptionsfaktor TFIID (Abschn. 1.2.3.) bindet (USA
enthilt TFIID), wurde das Experiment mit fiir die Transkription séttigenden Mengen an TBP
durchgefiihrt. Eine stabile Bindung von TBP an das Reportergen wurde durch eine
fiinzigminiitige Vorinkubation von TBP und TFIIA mit dem Reporter (vor Zugabe der
anderen GTFs bzw. von USA) gewéhrleistet. Nichtsdestotrotz kdnnte der beobachtete Effekt
auch durch einen Synergismus von TFIID und PC2 in USA erklirt werden, und zwar dann,
wenn PC2 den in USA préisenten TFIID-Komplex durch Austausch von nicht-produktiven
(TBP-enthaltenden) PICs (Abschn. 1.2.4.) funktionell ins Spiel bringt.

Eine Analyse der Polypeptide in einem silbergefarbten SDS-Polyacrylamidgel, welche an den
Motivantikdrper gebunden hatten, ergab — wie erwartet — ein komplexes Bandenmuster
(Daten nicht gezeigt), das aufgrund der inhdrenten Promiskuitit des Antikdrpers zunéchst
nicht ndher analysiert wurde. Zusammenfassend kann man jedoch feststellen, da nun zu
diesem Zeitpunkt zwei Verfahren etabliert waren, die, obwohl beide nicht hochspezifisch, in
Kombination (zumindest) die Identifikation von PC2 (Abb. 10A) assoziierten Polypeptiden
erlauben sollten. Diese Annahme war auch insofern berechtigt, da es keinen einsichtigen
Grund dafiir gab, daB EiweiBle, die nicht mit PC2 korreliert sind, ein kongruentes
Bindungsverhalten an beide Affinitétssdulen zeigen konnten. Das genaue Vorgehen wird im
ndchsten Kapitel beschrieben.
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4.2.3. Proteine mit polyglutaminreichen Regionen coeluieren mit PC2

Die Strategie zur Identifizierung von Proteinen, die an GST-VP16 binden und homopolymere
Glutaminabfolgen in ihrer Primérstruktur aufweisen, ist anschaulich in Abb. 13 dargestellt.
Die Chromatographieschritte wurden wie beschrieben durchgefiihrt (Abschn. 3.13.6.). Da die
Subregion H2 der VPI16-Akitvierungsdomine in unseren in-vitro-Transkriptionssystemen
praktisch inaktiv ist (Ikeda et al, 2002), wurde mit GST-VP16:H1 als Affinitdtssystem
gearbeitet. Als Auftrag wurde die PC2 Vorlduferfraktion USA benutzt.

HeLa-Kernextrakt
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Abb. 13: Analyse von Proteinen mit polyglutaminreichen Regionen aus USA, die an die Subdoméine H1 der
VP16 Aktivierungsdomine (VP16:H1) binden. (A) Reinigungsschema. GST: Glutathion S-Transferase, GST-
VP16:HIMt: GST-VP16:H1-Fusionsprotein mit F442P Mutation in H1, GST-VP16:H1: GST-VP16:H1-
Fusionsprotein; die Fusionsproteine waren auf Glutathionsepharose immobilisiert. Elutionsschritte sind in
[M] KCI angegeben. ES: Elution bei 0.1 M KCI mit dem Detergens N-Laurylsarcosin (0.2 %). (B) Analyse der
an GST-VP16:H1 (H1) gebundenen Proteine mit dem anti-Polyglutamin-Motivantikdrper 1F8 (a-1F8). Proteine
mit einem apparenten Molekulargewicht von 230 kDa und 105/108 kDa, welche mit GST-VP16:H1 interagieren,
werden durch 1F8 detektiert. (C) Silbergefarbtes SDS-Polyacrylamidgel, das diejenigen Proteine zeigt, welche
im sehr sauberen Detergenseluat (ES) der H1-Affinitdtssdule enthalten sind. Kontaminierende Polypeptide, die
aus der Affinititssdule selbst stammen, sind gekennzeichnet (*). (D) Transkriptionsanalyse der Fraktionen aus
der Affinitdtschromatographie an immobilisiertem GST-VP16:H1 im rekonstituierten System mit je 50 ng der
Reporter pMRGS5 (aktiviert) und pMLAS3 (basal). Auftrag: 0.2 und 1.0 pl USA, Durchlauf: 0.2 und 1.0 pl des
0.1 M KCIl Séaulendurchbruchs der HI1-Affinitdtssdule. Es wurden zwei Fraktionen beim 0.25M KCI
Elutionsschritt gesammelt, die getrennt analysiert wurden (Spur 6 und 7). Spur 8: 0.5 M KCl Eluat. Das Eluat ES
wurde nicht analysiert, da das Detergens mit der Cofaktorfunktion interferiert (Daten nicht gezeigt).
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Die Experimente fiihrten zu folgendem Ergebnis. Mit Hilfe des anti-Polyglutamin-
Antikorpers konnten drei Polypeptide — eine Proteinbande bei ca. 230 kDa und ein Duplet bei
ca. 105/108 kDa — im Western-Blot detektiert werden, die auf einer GST-VP16:HI-
Glutathionsepharose-Séule (jedenfalls zum Teil) mit der Cofaktorfunktion coeluierten. Als
nichstes stellte sich die Frage, ob diese Polypeptide auch in PC2 Fraktionen présent sind.
Deshalb wurde das Elutionsverhalten dieser Proteine auf der Phosphocellulose P11, der
DEAE-Cellulose (DE52) und der Ni*’-NTA-Agarose gemiB dem PC2 Reinigungsschema
(siche Abb. 10A) ndher untersucht (Abb. 14).
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Abb. 14: PC2-assoziierte glutamin(Q)-reiche Proteine: PAQs. (A) Western-Blot-Analyse der Phosphocellulose
P11 Fraktionen mit dem anti-Polyglutamin-Motivantikdrper 1F8. Die drei Polypeptide, die spezifisch an die
H1-Domine von VP16 binden (siche Abb. 13B), sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Das Duplet bei 105/108 kDa
ist in der P11 0.85 M KCI Fraktion (USA) angereichert. HeLa-KE: HeLa-Kernextrakt. (B) und (C) PAQ1/2 und
PAQ3 sind in PC2 Fraktionen présent. Es handelt sich dabei um diejenigen Polypeptide, welche spezifisch mit
GST-VP16:H1 interagieren. Glutaminreiche Proteine, welche keine strikte Korrelation zur Funktion aufweisen
(siehe Text), sind markiert (*). (C) DE52 Eluate bei 0.06 M KCl, 0.1 M KCI1 (PC2) und 0.15 M KCIl wurden in
den Spuren 1 bis 3 aufgetragen.

Dabei konnte gezeigt werden, dafl die drei Polypeptide, welche mit GST-VP16:H1
interagieren, Bestandteile von PC2 Fraktionen sind, und zwar sowohl von Ni*"-NTA-Agarose
als auch von DES52(0.1) Fraktionen (Abb.14B und C). Deshalb wurden diese
PC2-assoziierten glutamin(Q)-reichen Proteine zundchst mit PAQ1/2 (105/108 kDa Duplet)
und PAQ3 (230 kDa Bande) bezeichnet. Der Einsatz der beiden Affinitdtssysteme war also
insofern erfolgreich, dal PAQI1/2 und PAQ3 als Kandidaten fiir Proteine, die mit der

PC2 Funktion verbunden sein konnten, identifiziert wurden.
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4.3. Identifizierung und Reinigung des PC2-assoziierten
glutaminreichen Proteins PAQ und Klonierung seines Gens

4.3.1. Reinigung von PAQ1/2 zur Ermittlung von Peptidsequenzen mittels
Massenspektroskopie

Mit Hilfe des Motivantikdrpers 1F8, der auf Protein G Sepharose immobilisiert war, wurde
eine priparative Immunprizipitation durchgefiihrt, mit dem Ziel geniigende Mengen an
PAQI1/2-Protein fiir die Bestimmung von Peptidsequenzen im Massenspektrometer
bereitzustellen. Zu diesem Zweck wurde ein HeLa-Kernextrakt auf DEAE-Cellulose (DES52)
aufgetragen und der Sdulendurchbruch bei 0.1 M KCI (Puffer BC100) als Ausgangsmaterial
fiir die Immunprézipitation verwendet, nachdem die Ionenstirke auf 0.3 M KCI eingestellt
und das Detergens Igepal CA630 in einer Endkonzentration von 0.1 % zugegeben wurde
(siehe auch Abschn. 3.13.7.). Um den Hintergrund an unspezifisch bindenden Proteinen zu
reduzieren fand eine Vorinkubation der DEAE-Cellulose Fraktion mit Protein G Sepharose
statt. Das Verfahren ist in Abb. 15A skizziert. Die an den Antikérper gebundenen Proteine
wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt, mittels kolloidaler Coomassie-Farbung
(Abschn. 3.9.3.4.) sichtbar gemacht, und die beiden Polypeptide der Doppelbande bei
105/108 kDa getrennt ausgeschnitten (Abb. 15B). Anschliefend wurde der tryptische Verdau
der Eiweille im Massenspektrometer analysiert (Dr. C. Eckerskorn, Toplab). Die erhaltenen
Peptidfragmente sind in Abb. 15C dargestellt.
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Abb. 15: Ermittlung von PAQ1/2 Peptidsequenzen. (A) Schema der priparativen Immunprézipitation (IP). (B)
Analytisches silbergefarbtes SDS-Polyacrylamidgel. Die in (C) aufgelisteten Peptidsequenzen wurden aus der
markierten (Pfeil) Doppelbande gewonnen. IgG-HC (schwere Kette), IgG-LC (leichte Kette des Antikdrpers).
(C) Durch Massenspektrometrie erhaltene Peptidfragmente.



Ergebnisse 145

Die Analyse ergab zudem, dal die beiden Polypeptide des Duplets sehr wahrscheinlich zum
identischen Protein gehdren. Das unterschiedliche Laufverhalten im SDS-Gel konnte
posttranslationale Modifikationen zur Ursache haben, da Hinweise auf das Vorliegen von
zwei verschiedenen Spleiflvarianten in dieser Arbeit nicht gefunden werden konnten.
AuBerdem war hiufig eine Variation der relativen Intensititen der beiden Banden zueinander
in der SDS-PAGE zu beobachten, auch wenn fiir unterschiedliche Experimente die exakt
identische Probe verwendet wurde. Daher besteht auch die Moglichkeit, da3 das beobachtete
Laufverhalten im SDS-Gel eine intrinsische Eigenschaft des Proteins ist, und daher auf zwei
potentiell unterschiedliche Konformere zuriickgefiihrt werden konnte, deren Sekundéarstruktur
nicht vollstindig durch die Einlagerung in die SDS-Micellen aufgelost wird.

Die Identitidt von PAQ3 konnte bei diesem Experiment jedoch nicht geklart werden, da nur
unzureichende Mengen des Proteins immunprézipitiert wurden (siche Abb. 15B). Wie sich im
Verlauf der Arbeit indes herausstellte, war PAQ3 ein bereits bekanntes Protein (TRAP230;
Ito et al., 1999), das zusammen mit PAQ1/2 in einem Multiproteinkomplex vorliegen kann
(diese Arbeit). Deshalb wird PAQ1/2 im folgenden einfach mit PAQ bezeichnet.

Die Peptidesequenzen wurden benutzt um mit den Programmen BLASTP und TBLASTN
(Abschn. 3.19.1.1.) die NCBI-Datenbanken zu durchsuchen. Es konnte dabei kein — zu
diesem Zeitpunkt — bekanntes Protein gefunden werden. Allerdings war es moglich
potentielle Abschnitte der PAQ cDNA in Form von ESTs (engl. ,,expressed sequence tags*)
und genomische Sequenzen auf sogenannten PAC-Konstrukten (engl. ,,phage Pl artificial
chromosomes*) zu identifizieren. Diese Informationen wurden verwendet um die komplette

cDNA des Proteins zu klonieren.

4.3.2. Klonierung der cDNA von PAQ und Bestimmung der Genstruktur

Die Analyse des genomischen PAC-Konstruktes PAC m11 (NCBI Genbank Zugriffsnummer
AC004033; Dr. Bruce Roe, Universitit von Oklahoma) zeigte, dal3 sich das Gen fiir PAQ auf
dem humanen Chromosom 22 befindet, was die nachfolgende Aufklarung der Genstruktur
erheblich erleichterte. Der Grund dafiir war, daB das Chromosom 22 zum damaligen
Zeitpunkt (Juli 1999) bereits nahezu komplett sequenziert war.

Durch eine Kombination von Exon/Intron-Vorhersagen in silico (Abschn. 3.19.2.) und dem
Aneinanderreihen von iiberlappenden EST-Sequenzen (Schuler, 1997; Usuka et al., 2000)
war es zundchst moglich, die vollstindige cDNA (inklusive des Polyadenylierungssignals) —
nach manuellen Korrekturen — vorherzusagen. Der offene Leserahmen codiert fiir ein Protein

aus 748 Aminosauren.
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Um die PAQ cDNA auch physikalisch zu isolieren wurde eine Adenokarzinom cDNA
Bibliothek (Clontech) mit einer Sonde durchmustert, die den Nukleotiden 88-379 des EST-
Klons IMAGp998E13267 (Genbank Zugriffsnummer AL046886) entspricht. Die Sonde
wurde durch RT-PCR aus HeLa Gesamt-RNA generiert (Abschn. 3.12.2.). Der isolierte
cDNA Klon (ca. 2.1kb), DGI.1 genannt (G. Stelzer), reprisentiert jedoch nicht die
vollstindige cDNA, sondern codiert nur fiir die Aminosduren 1-382 von PAQ. Da der EST-
Klon IMAGp998E13267 bis auf den N-Terminus von PAQ die komplette cDNA-Sequenz
besitzt wurde die vollstindige PAQ cDNA folgendermallen hergestellt. Mit den Primern
DG-Notl und DG-Xho-1000 (Abschn. 2.7) wurde aus dem Klon DG1.1 mittels PCR ein 1 kb
Fragment amplifiziert, das die Exons 1 und 2 der PAQ cDNA beinhaltet. Das Amplicon
wurde dann in die Nofl- und Xhol-Schnittstellen eines modifizierten pcDNA3.1-Plasmids
(Invitrogen, NL) kloniert, dessen HindIlI-Restriktionsschnittstelle zuvor eliminiert worden
war. Nun wurde ein 2.7 kb Fragment aus dem EST-Klon IMAGp998E13267 in die HindlIlI-
und Xhol-Schnittstelle des im vorigen Schritt erzeugten Vektors kloniert, was zur Herstellung
der vollstindigen cDNA fiihrte (Berti et al., 2001). Die Sequenz war in vollkommener
Ubereinstimmung mit den Daten aus der Massenspektrometrie, da z.B. sowohl ein Peptid, das
identisch zum N-Terminus (MDVSGQETDWR), als auch ein Peptid, welches identisch zum
C-Terminus (HSVTALLNTWAQSVHQACLSAA) von PAQ ist, identifiziert werden konnte
(Abb. 15C). Dariiber hinaus konnte mittels eines in-vitro-Transkriptions-Translationssystems
(Retikulocyten) demonstriert werden, da3 mit der klonierten cDNA als Matrize ein Polypeptid
mit einem zum endogenen PAQ identischen apparenten Molekulargewicht (SDS-PAGE)
synthetisiert werden kann (Daten nicht gezeigt). Die Organisation der Exon-Intron-Struktur
des PAQ-Gens (Genbank-Eintrag: PCQAP; Zugangsnummer AF328769), und damit auch die
cDNA-Sequenz, wurde im Labor von Dr. G. Novelli (Universitit Tor Vergata, Rom) durch
PCR-Analysen verifiziert (Berti et al., 2001). Eine skizzierte Darstellung des Gens ist in
Abb. 16 zu finden. Die komplette cDNA- und Aminosiuresequenz findet sich in Abb. 17.

Locus: 22qg11.21

1 H—H—E—HHHH —
2 3 45

6 7 8 910 17

ca. 80 kb >

Abb. 16: Exon-Intron-Struktur des PAQ-Gens. Das Gen liegt auf dem Locus 22q11.21 und besteht aus 17 Exons
(schwarze Rechtecke). Die 3'UTR (nicht translatierter Bereich) des Exons 17 ist grau hinterlegt. Exon 4 ist das

A

kleinste (30 bp), Exon 7 das groBite (345 bp) Exon. Die genomische Organisation wurde durch das Human-
genomprojekt bestitigt. Der Genbankeintrag (BC013985) weist allerdings einen Polymorphismus in Exon 7 auf,
was zu einer Verldngerung der CAG-Sequenzwiederholungen um CAGCAG an Position 260 der publizierten
cDNA (AF328769) fiihrt.
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CCG CCT CCT GGG ACC TCG GGG ATG GCC CCT CAC AGC ATG GCT GTC GTG TCT ACG
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1891 1900 1909 1918 1927 1936
ACG GCC CCA GTG GTG TGC ACC CGG AAG CGC AGG CTT GAG GAT GAT GAG CGG CAG
T A P v v c T R K R R L E D D E R Q

1945 1954 1963 1972 1981 1990
AGC ATC CCC AGT GTG CTC CAG GGT GAG GTG GCC AGG CTG GAC CCC AAG TTC CTG
S I P S v L Q G E A\ A R L D P K F L

1999 2008 2017 2026 2035 2044
GTA AAC CTG GAC CCT TCT CAC TGC AGC AAC AAT GGC ACT GTC CAC CTG ATC TGC
v N L D P S H c S N N G T v H L I Cc

2053 2062 2071 2080 2089 2098
AAG CTG GAT GAC AAG GAC CTC CCA AGT GTG CCA CCA CTG GAG CTC AGT GTG CCC
K L D D K D L P ] v P P L E L ] v P

2107 2116 2125 2134 2143 2152
GCT GAC TAT CCT GCC CAA AGC CCG CTG TGG ATA GAC CGG CAG TGG CAG TAC GAC
A D Y P A Q@ S P L W I D R Q W Q@ Y D

2161 2170 2179 2188 2197 2206
GCC AAC CCC TTC CTC CAG TCG GTG CAC CGC TGC ATG ACC TCC AGG CTG CTG CAG
A N P F L Q S v H R C M T ] R L L Q

2215 2224 2233 2242 2251 2260
CTC CCG GAC AAG CAC TCG GTC ACC GCC TTG CTC AAC ACC TGG GCC CAG AGC GTC
L P D K H ] v T A L L N T W A Q ] v

2269 2278 2287 2296 2305 2314
CAC CAG GCC TGC CTC TCA GCC GCC TAG CCA AGA CTG CAG GGA TGG CCC GCA GCC
H Q A c L S A A *

2323 2332 2341 2350 2359 2368
TCA TCG GGG CCA AGG ACA CAC GCC TCC TGT CAG ACA CTT CTA GGT GTT GGC TTC

2377 2386 2395 2404 2413 2422
CTT AGA GAG CCT GGG GTT AGG TTA GCT TTC CTG CTT TTA TCT TCT GCC TTG GGG

2431 2440 2449 2458 2467 2476
ACC TGC CAA ACG AAA TCC CAC ACC TGT ACA GAA CTG GGA TAG GCG CAG TGG AGC

2485 2494 2503 2512 2521 2530
GGG TTG CTT GGG GGG CGT TGG CCG ACT TCT TAG AGA AGG CCC TCC ATG TGA CTT

2539 2548 2557 2566 2575 2584
CCT CCC AGG AGC CAG ATG CGA TCC TCA GGC TGC TCT CAC CGT GGC CTG TCC ACG

2593 2602 2611 2620 2629 2638
GTC CAG GTC CAT CTC AGC AGC GTG AGG GTG CAC TCA GGG TGT TGT TAG AGC GTC

2647 2656 2665 2674 2683 2692
TCG TGT GTG CTA GAC GCA CCC CTA CTC GTT CCT ATA GAA CAC AGA GGA CAT AGG

2701 2710 2719 2728 2737 2746
AAA CCC TTA AAA CAC ACA TGG GAT TCT CTG GTC ACA GTT TTG GGT TCA GGC TAT

2755 2764 2773 2782 2791 2800
GCT GCT TTG GGC AGG TGG AGC ACC CCC CGA GGA AGC CTG CAA GTC CAG GGC ACA

2809 2818 2827 2836 2845 2854
GGC TGC CTT TTG GAG GGA GGG CTG GCC CAT AGG TGC TGC TGG CTC CCC GCC ACC
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2863 2872 2881 2890 2899 2908
AGC TGG GCC TCA GCC CTC ACG GCA TTC CTG CTG AGC ACC GTG GGG CAC CCA GGG

2917 2926 2935 2944 2953 2962
AGC AGG GGC GTC AGG GAT CCT GCT GCC GGC ACC CCT GTG CCG CTG GCA TGA GGG

2971 2980 2989 2998 3007 3016
CCG TGT CCC CAC TGT GAA GGA TGA AGA GCA AGG CCC TCA GGA CCC GTG TCC TCA

3025 3034 3043 3052 3061 3070
GAG CAC CAC ACA CTG AGC ACC CAG AGA CAG CGG GCC TGG CAG CGG GCC GGG cca

3079 3088 3097 3106 3115 3124
TGC AGG GAG CGC CTC CCT ATG TTG CCT GCC ACT CTG GGC ACC GGC CAG CAC CCT

3133 3142 3151 3160 3169 3178
CTG GTG AGA AGA GGT CCC CCC TTT TTA TGT GCA CTA CCC CAC CAT CTG TGA TTA

3187 3196 3205 3214 3223 3232
TAA TAA ATT TAT TAT TCC TGT GAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA A 3'

Abb. 17: Aminosdure- und cDNA-Sequenz von PAQ (Genbankeintrag PCQAP). Dargestellt ist die endgiiltige
Version der Sequenz aus dem Humangenomprojekt (NCBI Zugangsnummer BC013985). Das Stopp-Codon ist
durch einen Stern reprasentiert. Die glutaminreiche Region ist unterstrichen.

Eine komplette Analyse der Aminosduresequenz von PAQ mit Computervorhersage-
Algorithmen ergab eine Reihe interessanter Ergebnisse. Mit dem Programm ,,DomainSweep™
(Abschn. 3.19.3.) konnte ein kurzer Sequenzabschnitt von PAQ (aa 41-63) identifiziert
werden, der homolog zu einem kurzen Bereich der KIX-Doméne (Radhakrishnan et al., 1997)
von CBP ist (Abb. I8A und 18C). Die KIX-Domine von CBP bindet eine Reihe von
Transkriptionsaktivatoren, wie CREB (Parker et al., 1996), MLL (Ernst et al., 2001), Tax und
MyoD (Riou et al., 2000), DAF-16 (Nasrin et al., 2000), RelA/NF-«B (Nicot et al., 2001),
HTLV p30(Il) (Zhang et al., 2001), c-Myb (Parker et al., 1999) sowie NFATc4 (Yang et al.,
2001). Hochauflosende Interaktionsdaten zwischen KIX und Aktivierungsdoméne existieren
leider nur fiir das Paar CREB-CBP. Aminoséurereste in KIX, die eine essentielle Funktion fiir
die Interaktion mit der KID-Doméne (,.kinase inducible domain®) von CREB haben (R601,
K607, L608, K609, E656, K663), sind allerdings in PAQ nicht konserviert (Dal Peraro et al.,
2001; Parker et al., 1996; Shaywitz et al., 2000). Dies spricht gegen eine direkte
Wechselwirkung von PAQ mit CREB, schlieBt diese Moglichkeit jedoch nicht vollig aus.
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N—{ I Q-Region

KIX -
Involucrin
0-54 Familie
20.4% GIn .
12.6% Pro g‘lfﬁg:aerechnet}.
748 aa Protein 9.2% Ser pl 9.38
e MGW (SDS-PAGE):
5.9% Val 105/107 kDa
Consensus: v-EkemfEsAndRDEYYhL1AekI
+ E +f +A++RDEY L A+ I
PAQ: 41 M-ESHVFLKAKTRDEYLSLVARLI 63
CRBP: 640 MYES——--- ANSRDEYYHLLAEKI 658

Abb. 18: Primérstruktur von PAQ. (A) Doménen und Sequenzmotive aus Computervorhersagen. Der N- und C-
terminale Bereich des Proteins enthélt iberwiegend geladene Aminoséuren, wéhrend der Grofteil des Proteins
aus polaren und hydrophoben Aminocarbonsiduren besteht. Am N-Terminus des Proteins findet sich eine kurze
Sequenz (aa 41-63), die in einem kurzen Bereich homolog zur KIX-Domine (siche (C)) von CBP
(Abschn. 1.4.2.1.) ist. Von aa 160-260 erstreckt sich eine glutaminreiche Domine (Q-Region), die
homopolymere Glutaminsequenzwiederholungen von bis zu 14 aa aufweist. Computeranalysen (Programm
»DomainSweep*, W2H-Husar, Abschn. 3.19.3.) zeigen eine Ahnlichkeit dieser Region mit Proteinen der
Involucrin- bzw. 6-54 Familie (siehe Text). Weitere in-silico-Analysen sagen die Existenz von vier prolinreichen
Domiénen (P) und einer potentiellen ,,Coil“-Region (C) voraus. AuBerdem l4Bt sich eine zweigeteilte
Kernlokalisationssequenz (NLS, ,nuclear localization signal®) vorhersagen (aa 507-524). (B) Physiko-
chemische Parameter von PAQ. pl: Isoelektrischer Punkt, MGW: Molekulargewicht. (C) Sequenzhomologie
zwischen dem Aminoterminus von PAQ und der KIX-Doméne (siche Text) der Histonacetyltransferase CBP.
Identische Aminoséuren sind fettgedruckt. Eine KIX-Consensussequenz fiir CBP und p300 aus verschiedenen
Spezies ist angegeben.

Bei der Q-reichen Region von PAQ konnte eine gewisse Ahnlichkeit mit den Q-reichen
Doménen von Proteinen der Involucrin (Eckert und Green, 1986) und o-54
(Ubersichtsartikel: Buck et al, 2000) Familie festgestellt werden. Involucrin ist ein
Keratinocyten-spezifisches Protein, dal auf der Innenseite der Plasmamembran durch das
Enzym Transglutaminase mit Membranproteinen kovalent quervernetzt wird (Nemes et al.,
1999). Bakterielle Transkriptionsfaktoren der c—54 Klasse ersetzen den konstitutiven c-70

Faktor an
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induzierbaren Genen unter Ausbildung eines alternativen Holoenzyms, das durch
Signaltransduktionsmechanismen und Enhancer-dhnliche cis-Elemente reguliert wird. Die
glutaminreiche Region spielt dabei eine Rolle in der Ubermittlung derjenigen Signale der
Enhancer-gebundenen Aktivatoren auf die RNA-Polymerase, welche zum Aufschmelzen der
DNA-Doppelhelix am Transkriptionsstart fithren (Hsieh et al., 1994). Der hohe Anteil der
Aminocarbonséure Prolin (Abb. 18B) spiegelt sich im Auftreten von vier prolinreichen
Dominen wieder, ein Motiv, da man hédufig in Transkriptionsfaktoren finden kann
(Abschn. 1.2.5.). Zudem spricht die Detektion eines zweigeteilten Kernlokalisationssignals
(NLS in Abb. 18A) fiir das Vorliegen eines Kernproteins, was mit den experimentellen Daten
insoweit konsistent ist, da PAQ biochemisch in Zellkernen identifiziert werden konnte
(Abschn. 4.3.1.).

4.3.3. Das Gen fiir PAQ liegt auf dem langen Arm von Chromosom 22 im
Abschnitt q11.21: der DiGeorge-Locus

Eine weitergehende Analyse der genomischen Sequenz von PAQ fiihrte zu einer interessanten
Beobachtung, denn es stellte sich heraus, daB3 das Gen auf einem Krankheits-Locus auf
Chromosom 22 lokalisiert ist (Berti et al., 2001). Es handelt sich dabei um den sogenannten
DiGeorge-Locus im Abschnitt 22q11.21. Heterozygote Deletionen in einem Bereich, der als
»typisch deletierte Region (TDR) bezeichnet wird und ca. 3 Megabasenpaare umfal3t
(Abb. 19), fiihren zu einem teilweise sehr heterogenen Krankheitsbild, das gemein unter dem
Namen DiGeorge (DGS)- oder auch CATCH-22-Syndrom firmiert (Ubersichtsartikel: De
Decker und Lawrenson, 2001; Novelli et al., 2000). Das Syndrom tritt mit einer Haufigkeit
von 1:4000 bei Neugeborenen auf, wobei 85-90 % der Deletionen de novo, wahrscheinlich
aufgrund von Rekombinationsfehlern (ungleiches ,,crossing-over) bei der meiotischen
Reifeteilung, entstehen (Scambler, 2000). Dies macht die Krankheit zum zweit hiufigsten
genetischen Defekt nach dem Down-Syndrom. Kennzeichnend fiir das DiGeorge-Syndrom ist
die Tatsache, dal je nach Patient die beobachteten Symptome teilweise drastisch variieren
konnen, was unterschiedliche Krankheitsbilder zur Folge hat. Patienten leiden demnach an
Herzfehlern (Persistenter Truncus arteriosus), Defekten des Thymus (und damit des
Immunsystems), einer abnormalen Gesichtsform, Hypocalcimie und dem Auftreten einer
,Hasenscharte®. Daher auch der Name CATCH-22 fiir ,,cardiac disease®, ,,abnormal faces®,
H~thymic hypoplasia®, ,.cleft palate und ,,hypocalcemia®. Weitere Symptome sind psychische
Beschwerden (z.B. Schizophrenie), Retardation des Wachstums, Mif3bildung der oberen
Extremitdten, Taubheit und eine reduzierte Lernfihigkeit. Die meisten Patienten weisen
jedoch nicht das komplette Spektrum an Symptomen auf, wobei der Herz- und Thymusdefekt

indes am haufigsten auftritt.
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Abb. 19: Der DiGeorge-Locus auf Chromosom 22. Hervorgehoben ist die ,,typisch deletierte Region* (TDR),
die selbst in fiinf Intervalle unterteilt wird. Folgende Gene bzw. Loci sind zur Orientierung angeben. BCR:
nbreak point cluster region™, IL17R: Interleukin-17 Rezeptor, SNF5: humanes Swi/Snf5, LIF: Leukdmie
inhibierender Faktor, PDGFB: ,platelete-derived growth factor B, ACR: Acetylcholinrezeptor. Die TDR
erstreckt sich vom Gen DGCRG6 (,,DiGeorge critical region 6°) bis zum Cistron LZTR. GSCL: ,,Goosecoid-
like, HIRA: ,Hir-like protein A“, UFDIL: , Ubiquitin-fusion-degradation-1-like*, TBX1: T-Box Protein 1,
ZNF74: Zinkfingerprotein 74, HCF2: Heparin Cofaktor 2. Das Gen CRKL liegt zwischen HCF2 und LZTR
(siehe Text).

Dies spricht entweder gegen eine monogenetische Krankheit oder fiir einen starken Einflufl
von genetischen ,,Modifiern* auf ein defektes Gen, sprich der genotypische Hintergrund des
betroffenen Individuums und exogene Einfliisse spielen eine wichtige Rolle in der
Manifestation der Symptomatik. In der Tat weisen viele Befunde auf einen Einflu von
Umweltfaktoren auf das Krankheitsbild hin, da identische Deletionen je nach Patient meist
unterschiedlich starke Phédnotypen hervorrufen (Epstein, 2001). Dem hingegen scheint die
entwicklungsbiologische Ursache fiir das Syndrom relativ gut gekldrt zu sein, da die
unterschiedlichen Symptome auf einen ganz bestimmten Zelltyp, die Neuralleistenzellen,
zuriickgefiihrt werden konnen. Diese faszinierende Zellpopulation entsteht in der frithen
Embryonalentwicklung auf der dorsalen Seite des Neuralrohrs, von wo aus eine Art
»Ausschwirmen® dieser Zellen in den ganzen Embryo hinein stattfindet. Neuralleistenzellen
sind dann an der Ausbildung verschiedener Organe und Gewebetypen, wie Haut, peripheres
und vegetatives Nervensystem, Gesichtsknochen und Komponenten des Thymus sowie des
vasculdren Systems, beteiligt (Epstein, 2001). Defizienzen, die das Einwandern von
Neuralleistenzellen in die Branchialbégen im vier bis sechs Wochen alten Embryo
verhindern, fithren unter anderem zum klinischen Erscheinungsbild des DiGeorge-Syndroms
(siche Abschn. 8.4.; Scambler, 2000).
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Ob das PAQ-Gen an der Ausbildung einer oder mehrerer der Symptome beteiligt sein konnte
ist allerdings zu diesem Zeitpunkt vollig offen, und muf3 auf die Analyse in einem Maus-
Modell warten, bei dem das Gen durch homologe Rekombination deletiert worden ist. RNA-
Expressionsanalysen in unserem Labor, die an murinen Embryonen durchgefiihrt wurden,
zeigen, dal PAQ in den oben diskutierten Strukturen, wie Branchialbdgen, Gesicht und
Extremititen iberexprimiert wird (Berti ef al., 2001).

In der Literatur wurden inzwischen eine Reihe von Kandidatengenen fiir das DGS
vorgeschlagen und zum Teil im Maus-Modell untersucht (Ubersichtsartikel: Botta et al.,
2001). Dazu gehoren die Transkriptionsfaktoren HIRA (Farrell et al., 1999) und Tbx-1
(Jerome und Papaioannou, 2001), das Signaltransduktionsadaptorprotein CRKL (Guris ef al.,
2001), und das Protein Ufdll, das eine Rolle im Ubiquitin-Proteteasom-Weg spielt
(Yamagishi et al., 1999). Allerdings zeigte nur das T-Box Protein (Abschn. 1.2.5.) Tbx-1
einen echten DGS-dhnlichen Phianotyp bei Haploinsuffizienz des TBX1-Gens, wihrend bei
den anderen Genen ausschlieBlich homozygote ,knock-out“-Miause erkennbare Effekte
besitzen. Die TBX1""-Miuse zeigten cardiovasculire Defekte und Missbildungen im Thymus
(Lindsay et al., 2001; Merscher et al., 2001). Dies macht Tbx-1 zu einem Schliisselfaktor fiir
das Verstindnis der Herz- und Thymus-Symptomatik beim DGS. Da es jedoch Patienten gibt,
bei denen das TBX1-Gen nicht deletiert ist, und welche keine erkennbaren Mutationen in
TBX1 aufweisen, spricht einiges dafiir, daB noch andere Gene, welche beispielsweise die
kritische Gendosis von Tbx-1 beeinflussen kdnnten, an der Ausbildung des Herzphénotyps
beteiligt sein konnen (Botta et al., 2001).

4.3.4. Herstellung von Antikorpern gegen PAQ

Um einerseits die biochemische Charakterisierung von PAQ voranzutreiben, und andererseits
spezifische Antikorper fiir eine Immunreinigung von PAQ-assoziierten Polypeptiden
einsetzen zu kdnnen, wurden sowohl polyklonale als auch monoklonale Antikdrper generiert.
Ein an KLH gekoppeltes Peptid, daB dem extremen N-Terminus von PAQ entspricht
(Abschn. 2.9.) wurde zur Immunisierung von Kaninchen eingesetzt (Eurogentec, Belgien).
Der Peptidantikorper erkannte das PAQ-Protein im Western-Blot, wihrend das
Praimmunserum keine Reaktion mit dem Antigen aufwies (Daten nicht gezeigt und Berti et
al., 2001).

Fiir die Herstellung von monoklonalen Antikorpern in Ratten (Abschn. 3.14.3.) wurde in
E. coli ein GST-Fusionsprotein exprimiert und anschlieBend iiber Glutathion-Sepharose
gereinigt (Abschn. 3.13.5.7.), welches die Aminosduren 291 bis 746 von PAQ (NCBI
Genbankeintrag AF328769) einschlief3t.



Ergebnisse 155

Zwei Monoklone, PAQIH7 und PAQ6C9 genannt, wurden ausgewéhlt und in Kultur
expandiert. Beide monoklonalen Antikorper erkannten spezifisch die Doppelbande bei
105/108 kDa im Western-Blot (Daten nicht gezeigt und Mittler et al., 2001).

Zudem erwies sich der monoklonale Antikdrper PAQ6C9 als geeignet fiir die Analyse von
PAQ mittels Immunfluoreszenz im konfokalen Lasermikroskop. Das Ergebnis (Abb. 20) 148t
sich wie folgt zusammenfassen:

oPAQ ist ausschlieBlich im Zellkern von HeLa-Zellen lokalisiert

ePAQ kann nicht in den Nucleoli, den Orten der rRNA-Synthese (RNA-Polymerase I)
nachgewiesen werden

eDie Verteilung von PAQ im Zellkern ist nicht diffus

A

Abb. 20: PAQ ist ein Kernprotein. Gezeigt ist die Immunfiarbung von HeLa-Zellen mit dem monoklonalen
Antikérper PAQ6CY. Die Detektion erfolgte durch indirekte Immunfluoreszenz mit einem sekundiren anti-
Ratten-Antikorper (konjugiert mit dem Farbstoff Alexa 488). (A) Die Aufnahme einer einzelnen Zelle zeigt
deutlich, daB8 das Protein nicht diffus im Zellkern verteilt vorliegt. PAQ ist aulerdem nicht in den Nucleoli
lokalisiert. (B) Die Analyse einer grofleren Population von HelLa-Zellen macht deutlich, daB PAQ in diesen
Zellen konstitutiv im Kern lokalisiert ist.

In der Summe deuteten also alle bisher gezeigten Daten darauf hin, dal PAQ ein neuer
Transkriptionsfaktor fiir RNA-Polymerase II sein kdnnte. Der entsprechende Nachweis soll in

den nun folgenden Kapiteln gefiihrt werden.
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4.4. PAQ ist Teil eines Multiproteinkomplexes: der humane
Mediator

4.4.1. PAQ ist homolog zu TIG-1/ARC105

Die Publikation einer cDNA fiir ein Protein, dessen mRNA in der humanen Leukdmiezelline
K562 nach Stimulation mit dem Tumorpromotor TPA (12-O-tetradecanolylphorbol-13-acetat)
hochreguliert wird (Abraham und Solomon, 2000), fiihrte zu folgender Erkenntnis. Das
besagte Protein, TIG-1 (,,IPA inducible gene 1) genannt, war nicht nur zu mehr als 90 %
homolog zu PAQ (siche Abb. 21), sondern wurde auch als Komponente (ARC105) des
humanen Coaktivatorkomplexes ARC (,,Activator required cofactor') diskutiert (Néaar ef al.,
1999). ARC wurde im Labor von Dr. R. Tjian (Berkeley, USA) als Multiproteinkomplex
beschrieben, der an die Aktivierungsdomédnen von VP16, NF-kB und SREBP-1a (,,Sterol
receptor enhancer binding protein la*) bindet, und in einem Chromatin in-vitro-
Transkriptionssystem essentiell fiir die aktivatorabhinige Transkription ist (Abschn. 1.3.2.1.).
Bemerkenswerterweise sind einige der ARC-Untereinheiten ortholog zu Proteinen des
Mediators aus S. cerevisiae (Abschn. 1.3.1.), so dal ARC zu Recht als humaner
Mediatorkomplex bezeichnet werden kann. ARC besitzt zudem eine fast identische
Polypeptidzusammensetzung wie die Coaktivatoren DRIP (,,Vitamin D receptor interacting
proteins*) und TRAP (,,Thyroid hormone receptor associated proteins*), die unabhéngig
voneinander in den Laboratorien von Dr. L.P. Freedman (Sloan-Kettering, New York) bzw.
Dr. R.G. Roeder (Rockefeller, New York) identifiziert wurden (Abschn. 1.3.2.1.), wobei
DRIP und TRAP kein PAQ-dhnliches Protein besitzen. Allerdings zeigte eine Analyse der
cDNA des Proteins TRAP230/ARC240 (NCBI Genbankeintrag AAD22033), dal3 dieses
Protein an seinem C-Terminus eine extrem glutaminreiche Region (aa 2086-2158) aufweist,
was den Verdacht nahelegte, da3l TRAP230 identisch zu PAQ3 (Abschn. 4.2.3.) ist. Daher
dringte sich die Annahme auf, daB PAQ Teil eines humanen Mediator-dhnlichen
Cofaktorkomplexes sein konnte, was letztlich die Coelution mit der PC2-Funktion
(Abschn. 4.2.3.) erkldren konnte. Diese Hypothese sollte im weiteren Verlauf der Arbeit

getestet werden.

4.4.2. PAQ ist in Metazoen evolutionir konserviert und besitzt Homologie-
beziehungen zum Mediatorprotein Galll aus Hefe

Zum Auffinden von Proteinen in anderen Spezies, welche die Orthologen von PAQ
repriasentieren, wurde ein spezieller BLAST-Algorithmus der Arbeitsgruppe Bork (EMBL,
Heidelberg) eingesetzt (Abschn. 3.19.1.3.). Zur Generierung eines ,,Multiple Alignments*
wurde das Programm ClustalW im Programmpaket W2H-Husar (Abschn. 3.19.1.3.)
verwendet. Das Resultat ist in Abb. 21 dargestellt.
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Abb. 21:  Multiple Alignment“ von PAQ-Orthologen in Metazoen. Aminosédurereste, die in allen fiinf

Polypeptiden konserviert sind, sind dunkelgrau unterlegt. Die Darstellung der in vier von fiinf Proteinen

konservierten Aminosaurereste ist durch eine mittelgraue Markierung realisiert. Aminosaurereste, welche in nur

drei von fiinf Proteinen konserviert sind, erscheinen durch einen hellgrauen Hintergrund. Caenorhabditis elegans

(,,cele®), Drosophila melanogaster (,,drome*), Homo sapiens (,,human*), Mus musculus (,,murine®). ,,Cele* PAQ
(hypothetisches Protein R12B2.5, U00066/CE30108), ,,drome”“ PAQ (GH03922 Genprodukt, AE003589),
»human“ PAQ (PCQAP, BC013985), ,,human* TIG (,,TPA inducible gene 1*° Genprodukt, AF056191), ,,murine*
PAQ (Pcqap, AF328770).
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Das Ergebnis zeigt, dafl insbesondere der N- und C-terminale Bereich evolutiondr konserviert
ist, wihrend die glutaminreiche Region nur in S&ugern existiert und dort auch konserviert
vorliegt. Da das humane PAQ zum einen eine relativ ausgedehnte glutaminreiche Region
besitzt, und zum anderen vier prolinreiche Dominen aufweist, insgesamt also durch eine
geringe Komplexitit der Aminosidurezusammensetzung charakterisiert ist (Abb. 18), mufite
davon ausgegangen werden, dafl die heute verfiigbaren Programme zum Auffinden von
Homologiebeziehungen entfernte Verwandtschaftsbeziehungen, z.B. zu Mediatorproteinen
der Béckerhefe, nicht detektieren konnen (Jones und Swindells, 2002). Deshalb wurden direkt
»yAlignments mit den beiden glutaminreichen Mediatoruntereinheiten von S. cerevisiae
(Galll und Med3/Hrs1/Pgdl) durchgefiihrt. Dabei zeigte nur Galll eine statistisch
signifikante Homologie (E-Wert ca. 4e¢'”), wenn der ,Filter fiir Regionen niedriger
Komplexitit ausgeschaltet wurde. Eine detaillierte Analyse ergab ferner, da3 insbesondere der
N-Terminus der PAQ-Proteine aus Sdugern homolog zu Galll ist (Abb. 22). Dies betrifft
zum einen den extremen N-Terminus, zum anderen aber auch die KIX-dhnliche Region von
PAQ (Abb. 22) mit Homologie zu CBP/p300 (Vgl. Abb. 18), die auch in den PAQ-

Orthologen des Fadenwurms und der Taufliege konserviert ist.

A
. : . : . : . : . : . : 60
human_TI G - BRKAGVAHSKES- - - - - - - - - - EDMESHVELRA 23
mur i ne_PAQ MOWGBETBVRSABFBLELNSQ EDA- FIRKAGVAHSKES- - - - - - - - - - EDMESHVELRA 49
human_PAQ MDVSGRETBVWRSTBFRELNSQ EDA- FIRKAGVAHSKES- - - - --- - - - EDMESHVELRA 49
Gl 11p VSAAPVEDKETLENAERARNUNGL L QVLIEDI NTL- NGGSSDTADKI Rl HARNFEAALEAKS 60
120

human_TIG  KTRDEML- BLVARLI | HFR- DI HNKESQASVSDPMEAL QSL TGGPAAGAAG GVPPRGPBRQ 82
nuri ne_PAQ  KTRDENL- BLVARLI | HFR- DI HNKESQASVSDPMIAL QSLTGGPTPGAAGH GVPPRGPEQ 108
human_PAQ  KTRDENL- BLVARLI | HFR- DI HNKESQASVSDPMEAL QSL TGGPAAGAAGH GVPPRGPEQ 108
Gal 11p SSKKENVDEVNEKVAVM BNTYNTRENAVTAAAANENI KPVEQHHI NNL- - - - - - - KNSBN 113

. : . : . : . 155
human_TIG  BLGIGCSFGAMGQPVEESARPPPGTSGVBPHSME 116
muri ne_PAQ BLGAHIGE. GAVGQPLPESABPPPGTSGMAPHGVE 142
human_PAQ  [BLGANGSL GAVGQPVEISABPPPGTSGVBPHSME 142
Gl 11p BANNENVNWNL NPOVFENGBAQ- - - - - - BRQOVA 141

B

. : . : . : . : . : . : 840
human_TI G BSSPSPEQNIQTPQ BVPPEPQPSBQPGOPSEQPNISNVESEBABSPSBFLPSPSPQPSUBR 426
muri ne_PAQ [HESSPSPEQQUEQTPQ BVPPEPQPSBQPG - - BOPNSNVEBSEBABSPSSFLPSPSPQPSCBR 493
human_PAQ ESSPSPEQNIQTPQ BVPPEPQPSBQPGOPSEQPNSNVESABABSPSBFLPSPSPQPS(BR 452
Gal 11p ENKTI NEK- INGRTKENTI BVTSI BSTNKKLEI SHAA- BOQOBTEBRSABNTAKSTPNTNPEBR 811
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. : . : . : . : . : . : 900
human_TI G VTARIPONFSVESBGPL NIPENPSSVIVEBAGSBQAEEQQYL DE- - - - RS- - KY1 EPLRR 482
muri ne_PAQ  VTARIPONFSVESEGPLNIPENPSSVIVEBAGSSQAEEQQYLDK- - - - BRQHES- - KY! EPLRR 549
human_PAQ VTARIPONFSVESBGPL NIPENPSSVVEBAGSEBQAEEQQYL DE- - - - BRCHES- - KYI EPLRR 508
Gal 11p LKTQEKN- - GTENENNVKI- MQSPMGAQBSYNSAI | ENAFR- KEELLIBRDHE! RELEI SSR- 868

. : . : . : . : . : . : 960
human_TI G M NKI DKNEBRKKBESKNKSHLB! ETDPSERCPLKTHQKEEMALEKLKNDVRCPLPHRPR 542
muri ne_PAQ M NKI DKNEBRKKBESKINKSELBI ETDPSKRCPLKTEQKEENALEKLKNDVAVPTPPEPP 609
human_PAQ M NKI DKNEBRKKBESKNKSHLB! ETDPSERCPLKTEQKEENALEKLKNDVAVPTPPBPP 568
Gal 11p FKHRQEI FKBSPMBHF- NSTEGBAEG - - KDE- - EMETSETHPKAVVDH NGSGKRKBTK 923

. : . : . : . : . : . 1020
human_TI G CHRPNSSTYASRSW MPSWPTSAHL- - - - - - - - - SSTI PCTBHSE- ----- - - - Qr 579
muri ne_PAQ  VL- PTKQBBLCQPL- LDAVLANIRE--------- PVFNHSLYRTE- - - ------ VPAMMAI 650
human_PAQ VP- PTKQ@YLCQPL- LDAVLANI RS- ------- - PVFNHSLYRTE- - - ---- - - VPAMTAI 609
Gl 11p AAQRARD@E- SI DI SI KDNKL VIMKBKFNKSNRSYSI ALSNVBAI BKG GGNFKDLSTLVHS 983

. : . : 1080
nmuri ne_PAQ  HGBPI VSP- - IVCSRESP- - - V 667
human_PAQ HGBPI TAP- - BVCTRERR- - - LEDBERQBHPSVEQGEVARLDPKFLVNLBPSHCS- - - NN 661
Gal 11p SSBSTSSNVDEGNPREBRKASVLEI BPQDSHASYESPDSNI MSDSKKI KVBSPDDPFMIKS 1043

. : . : . : . : . : . : 1140
human_PAQ ETVHLI CKLDDKDL PSVPEL EBSVPADYPAGSPLIN DRAMQYDANPFL QSVHRCMISRLL 721
Gal 11p BAT- - - - TSEKQEVTNEARF- BTSGTS- SERFNVEIDVWWNIATS- BT 1081

. : . : . 1200
human_PAQ QL PDKHSVTALLNTWAQSVHQACL SAA 748

Abb. 22: Homologe Bereiche von PAQ und Galll. (A) Die N-Termini von PAQ und Gall1 sind evolutionér
konserviert. (B) ,,Alignment* des zentralen und C-terminalen Bereichs von PAQ mit Galll. Die dargestellten
Homologiebeziechungen wurden mit dem Programm Malalign (W2H-Husar; Abschn. 3.19.1.3.) generiert.

Moglicherweise stellt also auch der N-terminale Bereich des Mediatorproteins Galll eine
potentielle Bindungsstelle fiir Aktivatoren dar. In der Tat wurde eine Interaktion eines
N-terminalen Fragements von Galll (aa 1-351) mit der Gal4-Aktivierungsdomine
beschrieben (Jeong et al., 2001).

Auf eine Illustration des ,,Alignments* der Q-reichen Dominen wurde verzichtet. Mogliche
Homologiebeziehungen des zentralen und C-terminalen Teils von PAQ mit Galll sind in
Abb. 22B zu finden. Die Daten miissen aber mit Vorsicht interpretiert werden, da es sich auch
hier groBtenteils um eine Region reduzierter Komplexitit handelt.

Nichtsdestotrotz favorisierten auch die Bioinformatik-Daten eine Rolle von PAQ als Teil
eines humanen Mediator-dhnlichen Cofaktorkomplexes. Die experimentelle Bestitigung

dieser Hypothese soll nun in den nichsten Kapiteln erbracht werden.
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4.4.3. Funktionelle Coelution von PAQ mit Mediatoruntereinheiten

Als erstes sollte deshalb eine Coelution von PAQ mit bereits bekannten humanen
Mediatorunterheinheiten durch Western-Blot Analyse untersucht werden. Dazu wurde das
Elutionsverhalten von PAQ und hMed7 (Myers et al, 1998) bei der
Affinitdtschromatographie an immobilisiertem GST-VP16:H1 (Abschn. 3.13.6.) studiert. Das
Ergebnis ist in Abb. 23 schematisch dargestellt.
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Abb. 23: PAQ und hMed7 binden an die Aktivierungsdomédne VP16:H1 und demonstrieren gleiches Elutions-
verhalten bei der Affinitdtschromatographie. (A) Reinigungsschema. HeLa-Kernextrakt wurde {iber
Phosphocellulose P11 aufgetrennt. Die 0.5 M KCl Fraktion wurde — nachdem sie zuvor iiber die Kontrollsdulen
GST und GST-VP16:H1F442P gelaufen war - im néichsten Schritt auf immobilisiertes GST-VP16:H1
Fusionsprotein (H1) aufgetragen, und mit 0.1 M, 0.25 M und 0.5 M KCl, sowie Detergens (ES) eluiert (vgl.
Abschn. 3.13.6.). (B) Western-Blot Analyse der Affinititschromatographie. PAQ und hMed7 zeigen ein
identisches Elutionsprofil, wiahrend die generellen Transkriptionsfaktoren TFIIH (p89) und TFIID (TBP), welche
auch an GST-VP16:H1 binden (vgl. Auftrag und Durchlauf bzw. siehe Abschn. 1.2.5.2.), nicht mehr im
Hochsalz (H1 E0.5)- bzw. Detergenseluat (H1 ES) nachweisbar sind. (C) Analyse der Hochsalzfraktion (H1
E0.5) der Affinititschromatographie (A) in einem rekonstituierten in-vifro-Transkriptionssystem. Die
Hochsalzfraktion, welche unter anderem PAQ und hMed7 enthélt, stimuliert die aktivierte Transkription (Spur 2
und 6). Der basale Effekt auf die in-vitro-Transkription (Spur 3 und 7) ist wohl zum gréBten Teil auf
Anwesenheit von RNA-Polymerase Il in der Hochsalzfraktion (Daten nicht gezeigt) zuriickzufiihren. Die
Abwesenheit eines Transkriptes bei Weglassen von TFIID im rekonsituierten System (Spur 9) zeigt in
Ubereinstimmung mit der Western-Blot Analyse (B), daB die Hochsalzfraktion selbst kein TFIID enthilt. Die
Reporter pMRGS, ML5xGAL und MLAS3 wurden beschrieben (Abschn. 4.1.1.).
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Die Analyse zeigt deutlich ein gemeinsames Bindungs- und Elutionsverhalten der Proteine
PAQ und hMed7 an immobilisiertem GST-VP16:H1 (Abb. 23). Eine Coelution von PAQ und
hMed7 konnte dariiber hinaus auch auf der DE52 DEAE-Cellulose- und Ni*"-NTA-Agarose-
Sdule im PC2-Reinigungsschema (Abb. 10) beobachtet werden (sieche auch Abschn. 4.5.3.:
Abb. 27 & 28 und Daten nicht gezeigt). Dies wurde als ein weiterer Hinweis dafiir gewertet,
daBB PAQ Teil eines humanen Mediatorkomplexes sein konnte. Die in Abb. 23C deutlich
werdende funktionelle Coelution von hMed7 und PAQ mit einer RNA-Polymerase I1
Cofaktorfunktion konnte zudem durch Chromatographie von PC2 (DES52-Fraktion) an
GST-VP16:H1 reproduziert werden (Daten nicht gezeigt). Wie im nédchsten Kapitel im Detail
beschrieben (Abschn. 4.4.4.), war es schlieBlich moglich, durch Coimmunreinigung von PAQ
mit  bekannten humanen  Mediatoruntereinheiten, PAQ als neue  bona fide
Mediatorkomponente in humanen Zellen zu identifizieren. Damit ergab sich zunichst eine
Verschiebung von der urspriinglichen Fragestellung nach den molekularen Komponenten der
PC2-Funktion zu einer Fokussierung auf die Charakterisierung des PAQ-assoziierten

humanen Mediatorkomplexes.

4.4.4. Coimmunreinigung von PAQ und humanem Mediator

Um die Frage zu beantworten, ob PAQ Teil des humanen Mediators sei, wurde eine
Immunreinigung von Mediator mit einem kommerziellen polyklonalen Antikérper, der gegen
die Untereinheit Cdk8 (Gold et al., 1996; Gu et al., 1999) gerichtet ist, durchgefiihrt. Als
Positivkontrolle kam die Immunaffinitdtschromatographie mit dem in dieser Arbeit
hergestellten monoklonalen anti-PAQ-Antikérper (Klon 1H7, Abschn. 4.3.4.) zum Einsatz.
Beide Antikorper wurden zu diesem Zweck auf Protein G Sepharose immobilisiert,
(Konzentration 1 mg/ml) und 1 ml HeLa-Kernextrakt (Proteinkonzentration ca. 9 mg/ml) auf
20 pl der entsprechenden Affinitdtssdule aufgetragen und wie beschrieben (Abschn. 3.13.7.)
prozessiert. Ein extensives Waschen der Séulen erfolgte mit IP-Puffer (150 mM KCI).
AnschlieBend konnten die spezifisch gebundenen Polypeptide im Immunblot analysiert
werden (Abb. 24). Die Cdk8-Antikorpersdule hatte einen Komplex gebunden, der nicht nur —
wie erwartet (Gu et al., 1999) — hMed7 enthélt, sondern auch PAQ. Zudem war es moglich an
der PAQ-Immunaffinititssdule die stabile Bindung von hMed7 nachzuweisen (Abb. 24).
Damit war eindeutig gezeigt, dal PAQ Teil eines humanen Mediatorkomplexes ist.

Gelfiltrationsexperimente bei denen eine Coelution von PAQ mit weiteren humanen
Mediatoruntereinheiten in einem Gréfenbereich von 1.5 MDa bis 400 kDa beobachtet werden
konnte, sollten die in diesem Kapitel (Abschn. 4.4.) gezogenen SchluB3folgerungen noch

weiter untermauern (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 24: PAQ ist eine neuartige Komponente des humanen Mediators. HeLa-Kernextrakt (Auftrag; 5 % der
Gesamtmenge) wurde iiber zwei verschiedene Immunaffinititssdulen geschickt und der Durchfluf3 (5.5 %) sowie
das Eluat (50 %) im Western-Blot analysiert. Beide Antikdrper wurden an Protein G Sepharose immobilisiert;
a-Cdk8: anti-Cdk8-Antikorper, o-PAQ: anti-PAQ(1H7)-Antikdrper. pol II:  RNA-Polymerase II  grof3e
Untereinheit (RPB1).

Uber eine Assoziation des Hefe-Mediators bzw. humaner Mediatoren mit
substdchiometrischen Mengen an RNA-Polymerase II wurde berichtet (Liu et al., 2001d;
Maldonado et al., 1996). Diese Beobachtung konnte auch in dieser Arbeit bestitigt werden,
da beide Affinitdtssdulen, sowohl die Cdk8- als auch die PAQ-Antikorperséule,
RNA-Polymerase I binden (Abb.24). In dieser Hinsicht war der PAQ-assoziierte
Mediatorkomplex zunéchst also nicht von TRAP/SMCC und ARC unterscheidbar (Gu et al.,
1999; Naar et al., 1999).

Da die in der Literatur beschriebenen humanen Mediatoren (CRSP, TRAP/SMCC, DRIP;
siche Abschn. 1.3.2.) zum Teil eine grofle Heterogenitit in ihrer Polypeptidzusammensetzung
aufweisen (Ito et al., 1999; Rachez et al., 1999; Ryu et al., 1999), und ein PAQ homologes
Protein (TIG-1, siche Abschn. 4.4.1.) nur in ARC (Néar et al., 1999) nachgewiesen werden
konnte, war es zundchst nicht klar, ob PAQ einen integralen Bestandteil aller Mediatoren oder
nur eines bestimmten Mediatorkomplexes darstellt. Diese Problematik und die Frage nach der
moglichen biologischen Funktion des PAQ-Mediatorkomplexes soll in den folgenden
Abschnitten diskutiert werden.
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4.5. Der humane Mediator ist ein neuer genereller
Transkriptionsfaktor in physiologischen Transkriptionssystemen

4.5.1. Der iuberwiegende Teil der humanen Mediatoren ist mit PAQ
assoziiert

Mit den bisher gezeigten Experimenten konnte nicht zwischen den beiden Moglichkeiten
unterschieden werden, ob PAQ nur eine schwach assoziierte Komponente oder ein integraler
Bestandteil des humanen Mediators ist. Deshalb sollte PAQ moglichst quantitativ durch
Immundepletion (Abschn. 3.16.1.3.) aus Kernextrakten von humanen Tumorzellinien entfernt
und dabei untersucht werden, inwieweit bekannte Mediatoruntereinheiten bei diesem
Verfahren codepletiert werden. Zu diesem Zweck wurde der monoklonale Ratte anti-PAQ-
Antikorper (Klon 1H7) auf Protein G Sepharose immobilisiert (Konzentration 2 mg/ml) und
0.1 ml der Affinititssdule mit 0.5 ml Jurkat-Kernextrakt (Gesamtprotein ca. 6-7 mg/ml) wie
beschrieben (Abschn. 3.16.1.3.) beschickt. Eine Spezifititskontrolle des Verfahrens erfolgte
unter identischen Bedingungen mittels einer Protein G Sepharose-Sdule, die mit einem
monoklonalen Ratte anti-LMP1-Antikérper (TP14B7) beladen war (2 mg/ml). Bei LMP1
handelt es sich um ein virales Protein (EBV), das nur in EBV-infizierten Zellen vorkommt.
Der anti-PAQ-Antikdrper sowie der Kontrollantikorper besitzen den gleichen
Immunglobulin-Isotyp.

Wie in Abb. 25 deutlich zu erkennen, ermdglicht die beschriebene Prozedur eine Depletion
von PAQ mit einer Effizienz grofer als 90 % (Mittler ef al, 2001). Die
Mediatoruntereinheiten TRAP220, TRAP95, TRAP80, CRSP70, hMed6 und hMed7 weisen
dabei eine korrelierte Codepletion auf, wohingegen TRAP230, Cdk8 und Cyclin C nicht
depletiert werden konnen. In der Biackerhefe konnte bereits gezeigt werden, dal das Kinase-
Cyclin-Paar (zusammen mit den Untereinheiten Srb8 und Srb9) keine konstitutive
Komponente des Mediators ist, sondern nur fakultativ mit dem Cofaktorkomplex assoziiert ist
(Liu et al., 2001d; Myers und Kornberg, 2000). Dariiber hinaus hatte die Beseitigung von
Cdk8 aus dem ARC-Komplex keinen Einflul auf dessen in-vitro-Funktion (Néar et al., 1999).
Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dal mit Hilfe der Bioinformatik eine
Homologiebeziehung zwischen TRAP230 und Srb8 im aminoterminalen Bereich der beiden
Proteine hergestellt werden kann (Daten nicht gezeigt; sieche auBBerdem http://bio.lundberg.
gu.se/medb/). Die experimentellen Daten lassen daher folgende Schluf3folgerungen zu:

¢ PAQ ist ein integraler Bestandteil des humanen Mediators

e In humanen Zellen existiert moglicherweise ein Subkomplex aus Cdk8, Cyclin C und
TRAP230 (plus einem weiteren noch nicht identifizierten Protein), der dem Srb8-11
Subkomplex der Bickerhefe entspricht und nur substochiometrisch mit Mediator assoziiert

ist.


http://bio.lundberg.gu.se/medb/)
http://bio.lundberg.gu.se/medb/)
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Abb. 25: Der monoklonale Antikdrper PAQ(1H7) depletiert den Grofteil der Mediatoruntereinheiten in einem
Kernextrakt. Im Western-Blot wurden 4 % des Auftrags (Jurkat-Kernextrakt) und jeweils 4.4 % des
Saulendurchbruchs (A) sowie 20 % des spezifisch prazipitierten Materials der PAQ-Antikorper (E-PAQ)- bzw.
Kontroll-Antikorpersdule (E-Kontrolle) analysiert. Beide Antikorper waren an Protein G Sepharose
immobilisiert (sieche Text). Mediator-Untereinheiten sind in breitem Druckbild dargestellt. Beziiglich ihrer
Nomenklatur siche Abschn. 1.3.2.1. (Tabelle 5). Kreuzreaktionen von Sekundérantikdrpern mit der schweren
und leichten Kette der Immunglobuline sind durch einen Stern (*) gekennzeichnet. CTD: C-terminale Doméne
der groen Untereinheit der RNA-Polymerase I1.
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Das erhaltene Resultat ist zudem hochspezifisch, weil die Kontrollsdule keines der oben
erwédhnten Proteine depletiert noch bindet, und die generellen Cofaktoren (NC2, PC4), der
kritische Elongationsfaktor P-TEFb (Cdk9), sowie die generellen Transkriptionsfaktoren von
der PAQ-Immunaffinititssdule weder codepletiert noch gebunden werden (Abb. 25). Eine
substdchiometrische Assoziation von RNA-Polymerase II mit humanem Mediator — ca. 20 %
der Gesamtmenge — wurde bereits in Abschn. 4.4.4. beschrieben und diskutiert. Die
Polymerase-Menge wird daher bei diesem Verfahren nicht drastisch reduziert. Das selbe gilt
auch fiir die Histonacetyltransferase CBP (Abschn. 1.4.2.1.), deren Auftreten in der
Immunfillung dadurch erkldrt werden kann, da3 CBP mit RNA-Polymerase Il interagiert
(Cho et al., 1998; Kee et al., 1996). Dafiir spricht obendrein, da3 die relativen Mengen der
beiden Transkriptionsfaktoren im Western-Blot in etwa gleich sind. Diese Vermutung konnte
in der Tat im Verlauf der Arbeit bestitigt werden, da ,Polymerase-freie*
Mediatorpréaparationen kein CBP mehr enthielten (siche Abschn. 4.5.3.).

In einem unabhéngigen experimentellen Ansatz konnten Immunfluoreszenstudien von PAQ
und TRAP220 mit Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie eine eindeutige Colokalisation der
beiden Proteine beweisen (G. Stelzer). Dies ist in vollkommenem Einklang mit den bereits
prasentierten Daten und wurde deshalb auch als eine weitere Bestdtigung der oben gemachten
SchluBfolgerungen gesehen (die entsprechende Abbildung befindet sich im Anhang,
Abschn. 8.5., Abb. 41).

4.5.2. Die RNA-Polymerase II-Transkription ist Mediator-abhéngig

Das im vorhergehenden Abschnitt vorgestellte Verfahren ermoglichte die quantitative
Entfernung eines Grofiteils der humanen Mediatorkomplexe aus einem Zellkernextrakt. In
Anbetracht der Tatsache, dafl Kernextrakte die Basis eines exzellenten in-vitro-
Transkriptionssystem darstellen, welches alle (extrahierbaren) nukledren Proteine in nahezu
physiologischen Mengenverhéltnissen enthilt (ndheres sieche Abschn. 3.16.1.), sollte in einer
Art ,,biochemischem Knockout™ die Rolle der PAQ-assoziierten Mediatoren in diesem groben
System funktionell untersucht werden. Vorversuche zeigten einen dramatischen Effekt mit
einer reproduzierbaren Reduktion der RNA-Polymerase II-Transkription um 90 bis nahezu
100 % des Ausgangssignals. Deshalb galt es die Frage zu beantworten, ob Mediatoren im
Kernextrakt ausschlieBlich fiir die Aktivator-abhéngige oder auch fiir die basale Transkription
gebraucht werden. Die Antwort war eindeutig, denn die experimentellen Daten konnten
zweifelsfrei zeigen, dal Mediatoren absolut essentiell flir die basale Transkription von RNA-
Polymerase II sind (Mittler et al., 2001).
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Abb. 26: PAQ-Mediator ist ein neuer genereller Transkriptionsfaktor in physiologischen Transkriptions-
systemen. (A) Die Depletion des HeLa-Kernextrakts (Auftrag) mit dem anti-PAQ-Antikorper (APAQ) schaltet
die RNA-Polymerase II-Transkription (pol II) nahezu komplett aus, wihrend ein Kontroll-Antikérper
(AKontrolle) keinen Effekt auf die in-vifro-Transkription hat. USF-Reporter: pMLC2AT, Spl-Reporter:
pHIV-WT. (B) Die RNA-Polymerase III-Transkription (pol IIl) wird durch das Verfahren (APAQ) nicht
beeintrachtigt. (C) Rekonstitution der RNA-Polymerase II-Transkription durch PAQ-Mediator in einem
depletierten (APAQ) HeLa-Kernextrakt (KE). Die basale Cofaktoraktivitit bleibt auch nach extensivem
Waschen mit IP-Puffer/0.15 M KCI (0.15) bzw. IP-Puffer/1.0 M KCl (1.0) erhalten. (D) und (E) PAQ-Mediator
ist essentiell fir Promotoren mit (pML5xGAL) oder ohne (pGLCD4GAL) TATA-Element, die von
Gall47-VP16 reguliert werden. (D) Immundepletion (APAQ) in einem Jurkat-Kernextrakt (Auftrag). Gall47-
VP16:H1 (H1), Gall47-VP16:H1F442P (HIMt). (E) Rekonstitution der Transkription im Jurkat-Kernextrakt
(KE). Der Waschschritt erfolgte mit IP-Puffer/0.15 M KCI.
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Im Experiment selbst wurde der Adenovirus ML-,,core“-Promotor (enthilt keine Aktivator-
bindungsstellen) als basaler Reporter verwendet. Gleichzeitig wurden zwei Reporter, von
denen der eine durch USF, der andere hingegen durch Spl aktiviert werden kann, eingesetzt.
Die Transkription des basalen Reportergens war im depletierten Kernextrakt fast génzlich
ausgeschaltet. Auch die RNA-Syntheserate der beiden Reporter mit Aktivatorbindungsstellen
war massiv beeintrdchtigt. Obwohl schwer zu quantifizieren, schien die relative Stimulation
durch die Aktivatoren USF bzw. Spl im Mediator-depletierten Kernextrakt allerdings
erhalten zu bleiben (Abb. 26A). Dies kann entweder auf die nicht komplette Beseitigung aller
Mediatoren durch das Immundepletionsprotokoll (vgl. Abb. 25) oder die Wirkung der noch
vorhandenen Coaktivatoren (PCs, TAFs etc.) zuriickgefiihrt werden. Diese Effekte sind
absolut spezifisch, da ein Kontrollantikérper (siehe Abschn. 4.5.1.) die in-vitro-Transkription
nicht beeinflufit (Abb. 26A). Dariiber hinaus zeigt sich die RNA-Polymerase I1I-Transkription
durch die Depletion des Kernextraktes fiir Mediatoren vollkommen unbeeinflu3t (Abb. 26B).

Um génzlich auszuschlieBen, da3 der monoklonale anti-PAQ-Antikérper in irgend einer Art
und Weise eine vollkommen unspezifische Inhibition der Klasse II-Transkription verursacht,
sollte eine Rekonstitution der Transkription durch Riickgabe des immunprézipitierten
Materials durchgefiihrt werden. Dies war selbst nach extensivem Waschen unter
Hochsalzbedingungen (IP-Puffer mit 1.0 M KCI) moglich. Die Wiederfindungsrate (bezogen
auf die Aktivitit) betrug dabei ca. 25 % (Abb. 26C). Die bereits gewonnenen Resultate
konnten ferner fiir Reportergene reproduziert werden, die Promotoren mit bzw. ohne
TATA-Box besitzen, und durch Gal4-VP16 bzw. Gal4-VP16:H1 aktiviert werden (Abb. 26D
und E).

Weil das Depletionsverfahren auch die Gesamtmenge an RNA-Polymerase Il im Kernextrakt
verringert (vgl. Abb. 25) wurde sichergestellt, dal diese Reduktion nichts mit dem
beobachteten Effekt zu tun hat. Eine titrierte Riickgabe des gereinigten Enzyms zeigte
keinerlei Stimulation bzw. Rekonstitution der in-vitro-Transkription (Daten nicht gezeigt).
Auf den ersten Blick waren die Ergebnisse in der Tat sehr iiberraschend, weil humane
Mediatorkomplexe zuvor ausschlieBlich als Coaktivatoren beschrieben wurden
(Ubersichtsartikel: Malik und Roeder, 2000). Im Unterschied zu dieser Arbeit (Mittler ef al.,
2001) wurden dabei aber zumeist hochgereinigte  rekonstituierte  in-vitro-
Transkriptionssysteme verwendet, denen einige der Kontrollmechanismen des groben
Kernextraktsystems ganzlich fehlen. Beispielsweise wird das rekonstituierte System nicht
mehr durch die Kinaseaktivititen von Cdk7 (TFIIH) und Cdk9 (Elongationsfaktor P-TEFb)
reguliert (Daten nicht gezeigt), da unter anderem negative Faktoren wie NELF und DSIF
fehlen. Wie wichtig eine Balance zwischen positiven und negativen Transkriptionsfaktoren
in vivo sein kann, wurde bereits in der Einleitung besprochen (Abschn. 1.2.8.). Es wurde
auBlerdem bereits mehrfach erwéhnt (Abschn. 1.2.5.2.), da3 eine Punktmutation (F442P) in

der Subregion H1 der VP16-Aktivierungsdoméne zu einem nahezu vollkommenen
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Funktionsverlust des Aktivators in Zellen fiihrt (Ikeda et al., 2002; Regier et al., 1993).

Diese Eigenschaft wird, im Gegensatz zum gereinigten System (Daten nicht gezeigt), indes
nur von einem groben Kernextraktsystem in einer akkuraten Art und Weise in vitro
rekapituliert (vgl. Abb. 26D). Die Kombination der erwdhnten Unterschiede mag also dafiir
verantwortlich sein, dafl die essentielle Rolle von humanen Mediatoren fiir die
RNA-Polymerase II-Transkription, nur im Kernextraktsystem zu entdecken war.

Beachtet man hingegen die Daten aus der Bickerhefe, in der durch genomweite RNA-
Expressionsstudien eine absolut essentielle Rolle der Mediatoruntereinheit Srb4 fiir die
gesamte RNA-Polymerase II-Transkription nachgewiesen wurde (Holstege er al., 1998),
machen die oben présentierten Resultate durchaus Sinn. Kiirzlich konnten die hier gemachten
Beobachtungen im Labor von Dr. R.G. Roeder (Rockefeller, New York) in einem dhnlichen
aber unabhingigen Ansatz reproduziert werden. Die Immundepletion von HelLa-
Kernextrakten mit einem anti-TRAP25-Antikorper fiihrte auch in diesem Labor zu dem
gleichen Ergebnis, dafl Mediator in groben Systemen — und damit sehr wahrscheinlich auch in

menschlichen Zellen — ein genereller Transkriptionsfaktor ist (Baek et al., 2002).

4.5.3. Der humane Mediatorkomplex B-Med ist essentiell fiir die
RNA-Polymerase II-Transkription

Weitergehende Forschungen im Labor von Dr. R.G. Roeder, die parallel zu der hier
vorgestellten Arbeit betrieben wurden, kamen auch zu dem Ergebnis, dafl die PC2-Funktion
mit einem humanen Mediatorkomplex coeluiert (vgl. z.B. Abschn. 4.2.3.). In Anlehnung an
das in Abschn. 4.1.2. vorgestellte Reinigungsschema und unter Verwendung einer transgenen
Zellinie, die ein Flag-hMed10-Fusionsprotein stabil exprimiert, konnte ferner gezeigt werden,
daB bei der GroBenausschluBchromatographie auf Superose 6 im Bereich von 500 kDa ein
humaner Mediatorkomplex eluiert, der in einem finalen Schritt durch Immunaffinitits-
chromatographie mittels einer anti-Flag-Antikorper-Saule isoliert werden konnte (Malik et
al., 2000). Dieser Multiproteinkomplex enthielt die meisten bis dato bekannten humanen
Mediatoruntereinheiten, allerdings fehlten Cdk8/Cyclin C, TRAP230 und TRAP240.
AuBerdem waren TRAP220, TRAP100 und hMed6 substdchiometrisch reprisentiert. Eine
exakte Zusammensetzung des publizierten Komplexes findet sich im Anhang (Abschn. 8.6.).
Die iiber Immunreinigung erhaltene homogene PC2-Mediatorpriparation besal3 indes in
einem gereinigten rekonstituierten in-vitro-Transkriptionssystem keinerlei Aktivitét als echter
Coaktivator. Eine Cofaktoraktivitit konnte nur im Zusammenspiel mit den generellen
Cofaktoren PC3/Topoisomerase I und PC4 gemessen werden. Dabei handelte es sich aber —
wenn man strenge Kriterien anlegt — ,,nur” um eine ca. 3.5-fache Stimulation der basalen
Transkription (Malik et al., 2000).
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Auch in dieser Publikation konnte ein breites Elutionsprofil von Mediatoren auf einer
Gelfiltrationsséule (Superose 6) im Bereich von 1.5 MDa bis ca. 400 kDa beobachtet werden,
was sicherlich als ein deutlicher Hinweis auf eine starke Heterogenitit und Variabilitét
humaner Mediatoren gewertet werden kann. Andererseits zeigen elektronenmikroskopische
Daten (Kryo-EM), daBB Mediatoren alles andere als globuldre Multiproteinkomplexe sind
(Ubersichtsartikel: Meisterernst, 2002), und deshalb per se kein ideales Elutionsverhalten in

der GroBenausschluBBchromatographie aufweisen konnen.

Um den erwihnten Problemen, die praktisch zu einem - wenn auch noch nicht verstandenen -
Funktionsverlust in einem gereinigten in-vitro-Transkriptionssystem fiihren, aus dem Weg zu
gehen, sollte nun an dieser Stelle untersucht werden, ob in Anbetracht der Heterogenitit
humaner Mediatoren, alle im Kernextrakt vorhandenen Mediatorkomplexe als essentielle
basale Cofaktoren fungieren, oder nur eine ganz bestimmte Form fiir den im vorhergehenden
Kapitel vorgestellten dramatischen Effekt (Abschn. 4.5.2.) verantwortlich ist. Interessant war
in diesem Zusammenhang natiirlich, inwieweit PC2-Fraktionen in der Lage sind, die RNA-
Synthese im PAQ-Mediator-depletierten Extrakt wieder anzuschalten.

Sowohl iiber DEAE-Cellulose als auch iiber Ni**-NTA-Agarose gereinigte PC2-Fraktionen
konnten die RNA-Polymerase II-Transkription rekonstituieren (Abb. 27). Dies lieB allerdings
die Frage unbeantwortet, ob es sich dabei um eine PC2-spezifische Eigenschaft handelt, oder
beispielsweise auch Mediatoren, die nicht zusammen mit USA eluieren, dieses Verhalten
zeigen. Es sei an dieser Stelle angemerkt, dal die Hauptmenge der Mediator-Proteine im
Phosphocellulose P11-Reinigungsschema (Abb. 10) zu etwa gleichen Teilen in der P11 0.5-
und P11 0.85(USA)-Fraktion auftritt (Daten nicht gezeigt). Deshalb sollte mit einer
Kombination aus klassischer Séulenchromatographie und Immunaffinitétsreinigung
(PAQ1H7) eine systematische Analyse (vgl. auch Abb. 29) durchgefiihrt werden. Die
experimentellen Daten dazu sind in Abb. 28 illustriert.

Tatsdchlich befindet sich der fiir die generelle Funktion im Kernextrakt relevante Mediator-
komplex ausschlieBlich in der USA-Fraktion, und demonstriert ein exaktes
Coelutionsverhalten mit der publizierten PC2-Aktivitit (Kretzschmar et al., 1994b; Malik et
al., 2000) mit einem Aktivitdtsgipfel bei ca. 0.1 M KCI auf dem DE52-Gradienten (Mittler et
al., 2001). Die Western-Blot-Analyse zeigt ferner eine sehr gute Korrelation des
Aktivitatsprofils mit den jeweils vorhandenen Mediator-Mengen (Abb. 28C). Dies bedeutet,
daf} im einfachsten Fall, ein ganz bestimmter Mediatorkomplex existieren mul3, welcher fiir
die basale RNA-Polymerase II-Transkription absolut essentiell ist. Um diesen wichtigen
Transkriptionsfaktor ndher zu charakterisieren sollte folgende Strategie zum Einsatz kommen.
Der aus der P11 0.5-Fraktion stammende Komplex (nachstehend einfach mit Med bezeichnet)
wurde einem Vergleich mit dem Komplex aus USA [nachfolgend B-Med (basaler Mediator)

genannt] bzgl. struktureller Unterschiede in der Proteinzusammensetzung unterzogen.
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Abb. 27: Rekonstitution der in-vitro-Transkription im PAQ-Mediator depletierten Kernextrakt durch PC2. (A)
Die PC2-Vorléduferfraktion USA und eine PC2 DES2-Fraktion (0.1 M KCl) sind in der Lage die RNA-Synthese
im depletierten Kernextrakt (APAQ) wieder herzustellen. Die PC2-Fraktion war zuvor zehnfach konzentriert
worden. Das Titrationsprofil der Aktivitdt 146t vermuten, da die Fraktionen noch eine oder mehrere
inhibitorische Komponenten enthalten. KE: HeLa-Kernextrakt. (B) Die PC2 Ni*'-NTA-Agarose Fraktion
(E20-2) rekonstituiert die RNA-Synthese im depletierten Extrakt (APAQ). Getestet wurden verschiedene
Fraktionen der Eluate der Metall-Affinitdtschromatographie: ES (5 mM Immidazol), E20 (20 mM Immidazol)
und E100 (100 mM Immidazol). Anmerkung: Die Fraktion E20-2 ist auch als Coaktivator im gereinigten System
aktiv (siche Abb. 10D). (C) Analyse der PC2 Ni*-NTA-Agarose Fraktionen aus (B) im Immunblot. Die
Mediatoruntereinheit hMed7 ist zur Aktivitat korreliert. PC4-P: phosphoryliertes PC4.

Wie schon in Abb. 28A zu sehen, eluiert B-Med fast ausschlieBlich mit PC2 (Abb. 29A). Die
am weitesten angereicherte B-Med-Préiparation, die durch Immunaffinititschromatographie
einer PC2 DE52-Fraktion an einer PAQ(1H7)-Antikorpersdule erhalten werden konnte, war
in der Lage die RNA-Synthese im PAQ-Mediator depletierten Extrakt zu rekonstituieren,
hatte aber keinerlei Effekt auf die basale in-vitro-Transkription in einem gereinigten
Transkriptionssystem (Abb. 29A). Lediglich eine moderate Coaktivatorfunktion konnte im
gereinigten System (mit TFIID & Gal4-AH) beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 28: Der basale humane Mediatorkomplex B-Med 148t sich aus USA und PC2-Fraktionen isolieren und
stellt einen neuen generellen Transkriptionsfaktor in groben in-vitro-Transkriptionssystemen dar. (A) B-Med
eluiert in der USA(P11 0.85)-Fraktion. Die PAQ-Mediator Komplexe wurden durch Immunreinigung (IP) mit
auf Protein G Sepharose immobilisiertem PAQ(1H7)-Antikdrper aus den entsprechenden Phosphocellulose
(P11) Fraktionen (0.1 M bis 0.85M KCl) isoliert. Als Positivkontrolle diente HeLa-Kernextrakt (KE). Der
jeweilige Auftrag betrug stets 10 CV. Die Saulen (CV=50 ul) wurden mit 300 CV IP-Puffer/150 mM KCI, 2x
200 CV IP-Puffer/1.0 M KCI1 und 300 CV IP-Puffer/90 mM KCI gewaschen. Die Transkriptionsreaktionen
wurden mittels Titration (Variationsbreite Faktor 5) des gereinigten Materials bei einer Maximalmenge von 5 pl
Saulendquivalent im PAQ-Mediator depletierten Kernextrakt (APAQ) durchgefiihrt. (B) B-Med coeluiert mit
PC2-Fraktionen. Der Aktivitétsgipfel entspricht der 0.1 M KCI Fraktion (#18) des DE52-Gradienten. Die
Analyse erfolgte wie in (A) beschrieben. (C) Western-Blot-Analyse der in (B) verwendeten Ausgangsfraktionen
(#) des DE52-Gradienten. Die Transkriptionsaktivitit in (B) korreliert nahezu perfekt zum Elutionsprofil der
getesteten Mediator-Proteine.
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Abb. 29: Med und B-Med: zwei unterschiedliche Formen von PAQ-assoziierten Mediatorkomplexen die
strukturell und funktionell differieren. (A) B-Med ist ein basaler Transkriptionsfaktor im Kernextraktsystem
(KEAPAQ) hat aber keine basale Funktion im rekonstituierten Transkriptionssystem (SYSTEM). Die
Immunaffinitdtschromatographie (IP) wurde wie in Abb. 28 beschrieben durchgefiihrt. Allerdings erfolgte das
Waschen der Immunreinigung aus der P11 0.5-Fraktion (IP-0.5) nicht mit Hochsalzpuffer sondern mit 3x
300 CV IP-Puffer/150 mM KCIl. Das gereinigte System enthielt TBP an Stelle von TFIID. IP-0.5: Med; IP-0.85:
B-Med Vorldufer; IP-DE52: B-Med, siche (C). (B) B-Med (IP-DE52) unterscheidet sich strukturell von Med
(IP-0.5). Western-Blot-Analyse der beiden unterschiedlichen Mediatorkomplexe (Erklarung siehe Text). CTD:
grof3e Untereinheit der RNA-Polymerase II. (C) Reinigungsschema fiir Med und B-Med.

Vergleicht man Abb. 29A und 29B so wird deutlich, daB die Stimulation der basalen
Transkriptionsaktivitdt im gereinigten System — insbesondere durch Med — perfekt zur
Anwesenheit von Mediator-assoziierter RNA-Polymerase II (CTD) korreliert ist. Die Analyse
im Immunblot zeigt zudem, da sich Med und B-Med auch strukturell voneinander
unterscheiden. Besonders auffillig ist das Fehlen der Untereinheit CRSP70 in Med und
umgekehrt von TRAP9S in B-Med, wihrend die humanen Mediatorkomponenten TRAP80
bzw. hMed6 in etwa die gleiche Stochiometrie besitzen.
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Dariiber hinaus ist B-Med durch zwei Formen von TRAP220, die ein unterschiedliches
Laufverhalten in der SDS-PAGE aufweisen, charakterisiert. SchlieBlich sind auch die
relativen Mengen an TRAP240, TRAP230 und Cdk8 in B-Med im Vergleich zu Med
drastisch reduziert (Abb. 29B). Diese, zugegeben limitierte, strukturelle Analyse von B-Med
(Mittler et al., 2001) hat sehr groBe Ahnlichkeiten mit den publizierten Beschreibungen des
PC2-Komplexes aus dem Roeder-Labor (siche Abschn. 8.6. und Malik et al., 2000) bzw. des
CRSP-Komplexes aus dem Tjian-Labor (Ryu und Tjian, 1999; Taatjes et al., 2002). Da PAQ
eine gemeinsame Untereinheit von Med und B-Med zu sein scheint, lassen sich die beiden
funktionell unterschiedlichen Komplexe nicht durch Immunaffinititschromatographie an
einem immobilisierten PAQ-Antikorper in einem Schritt biochemisch separieren. Sehr
wahrscheinlich verlduft die Abtrennung des Med-Komplexes von B-Med durch
Phosphocellulose- und DE52-Chromatographie (Abb. 29C) nicht quantitativ vollstdndig ab,
so daB eine Kontamination von B-Med mit Med die substdchiometrischen Mengen der
Untereinheiten TRAP240, TRAP230 und Cdk8 in B-Med gut erkldren konnte. Eine exakte
Definition von B-Med kann daher in Zukunft nur mittels Immunreinigung unter Verwendung
eines B-Med-spezifischen Antikorpers (z.B. anti-CRSP70) erfolgen.

Inwieweit die strukturellen Unterschiede etwas mit der unterschiedlichen Funktion von Med
und B-Med zu tun haben, ist zum jetzigen Zeitpunkt wissenschaftlich nicht beantwortbar.
Auch kann tiber die biologische Rolle zweier unterschiedlicher Mediatoren nur spekuliert
werden (sieche Diskussion und Meisterernst, 2002). Vor kurzem konnte allerdings gezeigt
werden, dall der urspriinglich als ARC beschriebene Coaktivator (Néar et al, 1999) in
Wirklichkeit eine Mischung aus zwei Komplexen darstellt, und zwar aus CRSP und ARC-L
(Taatjes et al., 2002), wobei ARC-L als praktisch identisch zu TRAP/SMCC, NAT und wohl
auch Med angesehen werden kann (zum Vgl. siche auch Abschn. 1.3.2.1.). Obwohl die
Autoren ein gereinigtes Transkriptionssystem in Verbindung mit einem groben, dem Aufbau
von bona fide Chromatin dienenden Drosophila Embryonalextrakt verwendet haben, kommen
sie faktisch zum gleichen Ergebnis, und zwar, dall nur derjenige Mediatorkomplex, welcher
CRSP70 enthilt, in ihrem Chromatin in-vitro-System funktionell aktiv ist (Taatjes et al.,
2002). Deshalb ist es sehr wahrscheinlich, dal die strukturellen Differenzen durchaus
funktionell verschiedene Oberflichen zur Konsequenz haben konnten, wenngleich diese

Hypothese durch biochemische und zelluldre Studien in Zukunft bestitigt werden mulf.

Zusammenfassend 1aBt sich also feststellen, dal humane Mediatoren in ,physiologischen*
in-vitro-Transkriptionssystemen (Kernextrakt, Chromatinsystem) eine essentielle Rolle fiir die
RNA-Polymerase II-Transkription spielen, und daf3 es eine ganz bestimmte Form (oder sollte
man besser Zustandsform sagen?) gibt, hier B-Med genannt, die selbige Funktion vermitteln
kann (Mittler et al., 2001).
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4.6. Analyse der VP16-Transaktivierungsdomine: auf dem Weg
zum funktionellen Proteom

4.6.1. Die VP16-Aktivierungsdomiine interagiert mit GTFs, Mediatoren
und Chromatin-Faktoren

Zu Beginn dieser Arbeit wurde GST-VP16 eingesetzt, um die Coaktivatorfunktion von PC2
zu depletieren (Abschn. 4.2.1.), was letztendlich zur Identifikation von PAQ, einer neuen
Untereinheit humaner Mediatoren fiihrte (Abschn. 4.3.). Da PC2 und B-Med, die beide aus
der USA(100)-Fraktion (Meisterernst et al., 1991) stammen, zwischenzeitlich als humane
Mediatorkomplexe identifiziert werden konnten (Malik et al., 2000; Mittler et al., 2001), war
es interessant, das Bindungsverhalten von humanen Mediatoruntereinheiten an die
Aktivierungsdomédne von VP16 und deren Subregionen zu studieren. Dabei sollte
insbesondere untersucht werden, ob die Interaktion von Mediator und VP16 spezifisch ist,
d.h., ob die Bindung des Cofaktors durch die bereits beschriebenen Punktmutationen
(Abschn. 1.2.5.2.) in den jeweiligen Subdoménen VP16:H1 bzw. VP16:H2 beeintrachtigt
werden kann. Dariiber hinaus sollten die Untersuchungen Grundlage fiir ein besseres
Verstindnis der Funktionsweise der VP16-Aktivierungsdoméne sein.

Zu diesem Zweck wurden HeLa-Kernextrakte parallel mit den im folgenden aufgefiihrten
GST-VP16 Affinititssdulen (immobilisiert an Glutathion-Sepharose, ca. 2 mg Fusionsprotein
pro ml Matrix) nach einer Vorinkubation mit einer GST-Sdule wie beschrieben
(Abschn. 3.13.6.) inkubiert: GST-VP16:H1, GST-VP16:H1(F442P), GST-VP16:H2,
GST-VP16:H2 (FFF473, 475, 479AAA) und GST-VP16 (je 0.2 ml Séulenvolumen). Gefolgt
von einem extensiven Waschen mit HEGN100-Puffer (3x 25CV), wurden die
Affinitdtssdulen mit 2.5 CV HEGNS500-Puffer (Salzeluat) und anschlieBend mit 2.5 CV
Detergens (N-Laurylsarcosin) bzw. Glutathion eluiert. Als erstes sollte dabei die Frage geklart
werden, inwieweit die VP16-gebundenen Mediatoren in der Lage sind, B-Med in einem
PAQ-Mediator depletierten Kernextrakt (Abschn. 4.5.) zu ersetzen. Sowohl die Salzeluate
von GST-VP16:H1 als auch von GST-VP16:H2 (und natiirlich auch von GST-VP16) kénnen
die RNA-Synthese im depletierten Kernextraktsystem vollstdndig rekonstituieren, wahrend
die Eluate der Kontrollsdulen GST-VP16:H1Mt und GST-VP16:H2Mt nahezu inaktiv sind
(Daten nicht gezeigt). Dies besagt, dal beide Subdoménen der VP16-AD die B-Med-Aktivitét
in vitro rekrutieren konnen, was im Immunblot bestdtigt werden konnte, denn CRSP70
befindet sich in den Salzeluaten von H1 und H2 (Abb. 30). Allerdings scheint die VP16-AD
nicht zwischen Med und B-Med beziiglich ihrer Bindungseigenschaften unterscheiden zu
konnen, da z.B. TRAP9S5, TRAP240, CRSP70 und Cdk8 an beiden Subdominen detektiert
werden konnen (Abb. 30 und Ikeda et al., 2002).
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Abb. 30: Die Aktivierungsdoméne des Herpes simplex Virionproteins VP16 interagiert mit einer Vielzahl
unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren. (A) Western-Blot-Analyse der gebundenen Polypeptide. Aufgetragen
wurden jeweils 4 % der Salzeluate (siche Text) und 0.5 % des Auftrags (KE: Hela-Kernextrakt). Humaner
Swi/Snf-Komplex (Brg-1, BAF170, Ini-1), TFTC (TRRAP, SAP130, hGcn5, TAF100, TAF;80, TAF;30),
Mediatoren (TRAP240, TRAP220, PAQ, TRAP95, TRAP80, CRSP70, hMed7, hMed6), Histonacetyl-
transferasen (CBP, p300), generelle Transkriptionsfaktoren (RNA-Polymerase II, TFIIH, TFIID, TFIIB),
Negativkontrolle (FACT), PC4. (B) Coomassie gefarbtes SDS Polyacrylamidgel zur Analyse der relativen
Mengen an immobilisiertem Ligand fiir die Affinititschromatographie.
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Dies ist in Ubereinstimmung mit Resultaten aus der Analyse von ,,ARC* (Nar et al., 1999),
der ja unter anderem auf der Basis eines Detergenseluats einer VP16-Affinititssdule
(praktisch identisch zu dem hier verwendeten Verfahren) definiert wurde, aber aufgrund
aktueller Ergebnisse als Mischung zweier Mediatorkomplexe (ARC-L/TRAP/SMCC und
CRSP) betrachtet werden muf3, die sich tliber eine Glyceringradienten-Ultrazentrifugation
voneinander separieren lassen (Taatjes et al., 2002). Bei genauer Betrachtung von Abb. 30
mag es dem aufmerksamen Beobachter auffallen, dal die relative Menge der analysierten
Mediator-Proteine in den Salzeluaten der GST-VP16 (und z.T. der GST-H1) Affinititssdule
reduziert ist. Dies liegt daran, daf ein Teil der gebundenen Mediatoren nicht mit Hochsalz,
sondern erst mit Detergens — aus noch ungeklirten Griinden — von den Ligandenséulen eluiert
werden kann. Angemerkt sei, daB der Einfachheit halber auf die Darstellung der
Detergenseluate in Abb. 30 verzichtet wurde. Nichtsdestotrotz 148t sich eine hoch-spezifische
Wechselwirkung humaner Mediatoren mit den beiden Subdominen H1 und H2 der VP16-AD
feststellen.

Da in der Hefe S. cerevisiae die VP16-AD mit dem Cofaktorkomplex SAGA
(Abschn. 1.4.2.1.) interagiert (Ikeda et al., 1999), war es naheliegend eine Interaktion mit dem
orthologen humanen Multiproteinkomplex TFTC (Wieczorek et al., 1998) zu iiberpriifen. In
der Tat konnte eine spezifische Bindung von ausgewihlten TFTC-Untereinheiten bestitigt
werden (Abb. 30). Allerdings muB3 an dieser Stelle nochmals darauf hingewiesen werden, daf3
die Klasse II TAFs TAF;100, TAF;80 und TAF;30 auch Komponenten des TFIID-
Komplexes sind (siche Anhang 8.1. sowie Bell und Tora, 1999). Die funktionelle Relevanz
dieser Beobachtung wurde im Labor von Dr. L. Tora (IGBMC, Illkirch/Strasbourg) unter
Verwendung von ,,antisense“-Oligodesoxyribonukleotiden in transienten Reportersystemen
auf zelluldrer Ebene bestitigt. Kiirzlich wurde in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
dieser Arbeit, liber eine Wechselwirkung des mit TFTC verwandten STAGA-Komplexes und
VP16 berichtet (Martinez et al., 2001). Wahrend die HATs CBP und p300 (spezifisch) nur an
die Subdoméne H2 binden (Abb. 30 und lkeda et al., 2002), wird die HAT hGenS (in ihrer
Eigenschaft als TFTC-Untereinheit) von H1 und H2 invitro rekrutiert. Inwiefern die
enzymatische Aktivitdit von hGenS fiir die Funktion der VP16-AD bendtigt wird bleibt
allerdings Gegenstand weitergehender Studien. Fiir die Funktion der AF2 (Abschn. 1.2.5.1.)
von nukleiren Hormonrezeptoren (Vitamin D-Rezeptor, Ostrogen-Rezeptor oo und PPARY)
scheint der TFTC-Komplex (Liganden-abhingig!) inklusive seiner HAT-Funktion eine
entscheidende Rolle zu spielen (Yanagisawa et al., 2002). Dariiber hinaus sieht es danach aus,
dall GenS in S. cerevisiae fiir die in-vivo-Funktion der VP16-AD wichtig ist (Stafford und
Morse, 2001). Das TFTC-Protein TRRAP, das in secinem C-terminalen Bereich eine
Homologie zur Proteinfamilie der ATM/PI 3-Kinasen aufweist (McMahon et al., 1998), ist
jedoch keine TFTC-spezifische Untereinheit, sondern auch gleichzeitig eine Komponente der
beiden HAT-Komplexe NuA4 in Hefe (Allard ef al., 1999) und TIP60 in Sdugern (Ikura et
al., 2000).



Ergebnisse 178

Ob ein humaner NuA4-Komplex, wie in S. cerevisiae beschrieben (Ikeda et al., 1999) auch an
die VP16-AD bindet, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Ein Test auf eine potentielle
Bindung des TIP60-Komplexes, der unter anderem zwei DNA-abhingige Helikasen enthélt
(TIP49 und TIP48), mulite aufgrund fehlender Antikorper ebenfalls zuriickgestellt werden.
Funktionelle Studien konnten immerhin zeigen, daBl die vollstindige VP16-AD eine
Helikaseaktivitdt (Abschn. 3.17) rekrutieren kann, welche auf einer Superose 6
Gelfiltrationsséule in einem Bereich von 1.5 bis 1.0 MDa eluiert (Daten nicht gezeigt).

Auch die generellen Transkriptionsfaktoren TFIIH, TFIID und RNA-Polymerase II weisen
eine spezifisches Bindungsverhalten an die VP16-AD und ihre beiden Subdoménen H1 und
H2 auf. Fiir die TFIIH-Untereinheit p62 und die TFIID-Komponente TAF;;31 konnte in der
Vergangenheit eine direkte Bindung an VP16 beobachtet werden (Uesugi ef al., 1997; Xiao et
al., 1994). TFIIB hingegen bindet nur an die vollstindige Aktivierungsdoméne, wobei eine
direkte Interaktion von TFIIB mit der VP16-AD gezeigt werden konnte (Lin et al., 1991). Die
bereits bekannte Bindung von TFIIF an die VP16-AD (Zhu et al., 1994) konnte bestétigt
werden (Daten nicht gezeigt).

Der generelle Coaktivator PC4 (Kaiser und Meisterernst, 1996) demonstriert nur ein
spezifisches Bindungsverhalten an H2, wéhrend die Bindung an H1 als unspezifisch zu
betrachten ist.

Wie bereits erwihnt rekrutiert die VP16-AD hochspezifisch die beiden HATs hGen5 und
CBP/p300, wihrenddessen eine Bindung von Komponenten des humanen Swi/Snf-
Chromatinremodellierungskomplexes als schwach und eher unspezifisch einzustufen ist.
Allerdings weisen die untersuchten Untereinheiten Brg-1, BAF170 und Ini-1 ein nicht
kongruentes Bindungsverhalten auf, was unter anderem daran liegen konnte, dafl die humanen
Swi/Snf-Komplexe (auch BAF-Komplexe genannt) durch eine extreme Heterogenitét in ihrer
Zusammensetzung charakterisiert sind (Ubersichtsartikel: Klochendler-Yeivin et al., 2002).
Die spezifische Wechselwirkung von Brg-1 mit H2 macht indes durchaus Sinn, da das
orthologe Protein Swi2/Snf2 in der Béckerhefe ebenfalls (und zwar direkt) an VP16:H2
bindet (Neely et al., 2002). Wie in Hefe gezeigt (Ranish et al., 1999; Yudkovsky et al., 1999),
konnte eine stabile Bindung dieser Remodellierungsmaschinen erst in einem trimeren
Komplex aus Aktivator, hSwi/Snf und Promotor-DNA stattfinden, eine Situation die unter
den hier verwendeten experimentellen Bedingungen nicht gegeben war. Bei der Rekrutierung
von hSwi/Snf an Gene invivo mag also ein Zusammenspiel von Aktivator und der
Eigenschaft des Remodellierungskomplexes sequenzunspezifisch, aber stabil an DNA zu
binden (Dallas et al., 2000; Nie et al., 2000; Quinn et al., 1996; Zlatanova und van Holde,
1998), eine wichtige Rolle spielen (Liu et al., 2001c¢).
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Zusammenfassend 148t sich also feststellen, da3 die Transaktivierungsdoméne von VP16 mit
einem ganzen ,Zoo“ an Transkriptionsfaktoren in vitro interagieren kann, wobei eine
vollstindige Analyse des funktionellen Proteoms in Zukunft mit Hilfe der
Massenspektrometrie gefolgt von einer ,,7arget“-Evaluierung auf zellulirer Ebene mittels
RNA;- oder ,,antisense*-Strategien erfolgen muf. Von grolem Interesse wird es dabei sein
herauszufinden, welche der Interaktoren essentiell fiir die in-vivo-Funktion der VP16-AD sind
und inwieweit sich ein spezifisches Bindungsverhalten (bezogen auf die bereits besprochenen

Punktmutationen in H1 und H2) in Form einer spezifischen Funktion messen 1a6t.

4.6.2. Ein neues Protein mit Homologie zur Von-Willebrand-Faktor
Typ A-Doméne bindet an VP16:H1

Vorangegangene Arbeiten im Labor konnten zeigen, dal die direkte Interaktion von
CBP/p300 mit VP16:H2 wichtig fiir die zelluldre Funktion von VP16 ist. Aulerdem konnte
herausgefunden werden, da H2 in einem groben in-vitro-Transkriptionssystem in
Kombination mit einem Chromatin-Reporter Acetyl-CoA abhingig funktioniert (Ikeda et al.,
2002). Die Subdoméne VP16:H1 hingegen ist auch ohne ein Chromatinsystem im Kontext
des ,,groben Kernextraktsystems voll aktiv (siche Abb. 26D). Dariiber hinaus wurde iiber
eine Bindung von rekombinantem TRAP80 an VP16:H2 (nicht aber an H1) berichtet (Ito et
al., 1999). Da bisher keine direkten Interaktoren fiir VP16:H1 in Sdugerzellen bekannt sind,
schien eine Untersuchung der H1-gebundenen Proteine interessant. Mehr durch Zufall konnte
dabei ein Protein mit einem apparenten Molekulargewicht (SDS-PAGE) von 103 kDa
identifiziert werden, das an GST-VP16:H1 (an Glutathion-Sepharose immobilisiert; vgl.
Abschn. 4.6.1.) gebunden vorliegt, wenn HeLa-Kernextrakt aber auch die
Phosphocellulose P11 Niedrigsalzeluate (P11 0.1-0.3) als Auftrag fiir die Ligandenaffinitats-
chromatographie (Verfahren wie in Abschn. 3. 13.6. beschrieben) eingesetzt wurden
(G. Mittler und M. Meisterernst, unverdffentlicht). Das entsprechende silbergefarbte Gel ist in
Abb. 31A zu sehen (gezeigt sind die Detergenseluate). Um das entsprechende Polypeptid
identifizieren zu konnen, wurde pl03 nach dem in Abb.31B illustrierten Schema
angereichert, die Fraktion auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (ein analytisches Gel
befindet sich in Abb. 31C) und schlieBlich auf eine PVDF-Membran zur Vorbereitung der
Edmann-Sequenzierung (AG Dr. F. Lottspeich, MPI fiir Biochemie, Martinsried)
elektrotransferiert. Die Sequenzierung des N-Terminus ergab folgende Aminosiuresequenz:
MVPGSEGPA. Ein Durchsuchen der NCBI-Datenbank (TBLASTN) ergab zunichst einen
Cosmid-Klon (R31181, Zugriffsnummer AC006942, Chromosom 19) als Treffer, auf dem die

101 N-terminalen Aminosduren des gesuchten Proteins zu finden waren.
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Abb. 31: Identifizierung von p103. (A) Ein Protein mit einem apparenten Molekulargewicht von 103 kDa bindet
an VP16:H1. Silbergefarbtes SDS-Polyacrylamidgel. Aufgetragen wurden die Detergenseluate (ES:
HEGN100/0.2 % N-Laurylsarcosin) der Affinitétssdulen (Liganden auf Glutathion-Sepharose immobilisiert)
GST-VP16 (VP16) bzw. GST-VP16:H1 (H1). Marker (M), Hela-Kernextrakt (KE). Unspezifisch gebundenen
Proteine sind mit einem Stern (*) markiert (vgl. auch Gel in (C)). (B) Reinigungsschema fiir p103. (C) Analyse
der Reinigung von p103 im silbergefarbten SDS-Polyacrylamidgel. Aufgetragen sind die Salzeluate (HEGNS500)
der beiden Kontrollsdulen GST-VP16:H2Mt (H2Mt E500) und GST-VP16:HIMt (HIMt ES500), sowie die
Fraktion #1 des Salzeluats (HEGNS500) von GST-VP16:H1 (H1 ES500). Unspezifisch gebundene Polypeptide
sind gekennzeichnet (*). Mutante (Mt). (D) Western-Blot-Analyse der Reinigung (C) mittels eines gegen p103
gerichteten Kaninchen Antiserums (#DE99490). P11 0.1-0.3 (Auftrag).
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Auf der Basis der vorhergesagten Aminosduresequenz wurde ein polyklonaler
Peptidantikorper gegen den N-Terminus (Abschn. 2.12., VCI/p103 #DE99490) in Kaninchen
hergestellt (Eurogentec, Belgien). Das Antiserum reagierte mit pl03 im Western-Blot
(Abb.31D). Es war keine Immunreaktion mit dem Salzeluat der Kontrollsdule
GST-VP16:HIMt (Mt: Mutante F442P) detektierbar, was die spezifische Interaktion von
p103 mit der Subdomine H1 der VP16-AD belegt.

Mit dem Fortschreiten des internationalen Humangenomprojekts und der Fertigstellung der
Arbeitsversion des menschlichen Genoms (McPherson et al., 2001; Olivier et al., 2001) war
es schlieBlich moglich, das fiir p103 codierende Gen auf Chromosom 19q13.3 zu lokalisieren
(Cosmidklone R31181/ Zugriffs-nummer AC006942 wund F23669/Zugriffsnummer
ACO018766; NCBI-Datenbank). Es handelt sich dabei um das theoretisch vorhergesagte
Protein TCBAP(0758 (NCBI-Zugangsnummer NP 112235), das identisch zu einer im
Rahmen des deutschen Humangenomprojekts (Wiemann et al.,, 2001) klonierten ¢cDNA-
Sequenz (mMRNA aus Testis, Klon DKFZp434K0512; NCBI-Zugriffsnummer AL136746) ist.
Die cDNA codiert fiir ein Polypeptid mit einem berechneten Molekulargewicht von 75.2 kDa
(sieche Anhang Abschn. 8.7.). Die Diskrepanz zum apparenten Molekulargewicht von
103 kDa in der SDS-PAGE kann bislang nicht erkldart werden. Wéhrend der ermittelte
N-Terminus von pl103 aufgrund der Edmann-Sequenzierung als gesichert zu betrachten ist,
konnte der C-Terminus bzw. das 3’-Ende der ¢cDNA bislang nur durch Bioinformatik
(Vorhersage der Exons und eines Polyadenylierungssignals) nicht aber experimentell (z.B.
durch 3’'RACE-PCR) bestitigt werden (Ulf Schaberg, Diplomarbeit).

Das korrespondierende orthologe Protein aus der Maus mTCBAPO0758 konnte ebenfalls in der
NCBI-Datenbank (Zugangsnummer AAH21333) gefunden werden. Ein entsprechender
cDNA-Klon (mRNA aus Niere, Klonnummer IMAGp998F046318Q2; NCBI-
Zugriffsnummer AW611009) konnte vom IMAGE-Konsortium bezogen werden, und diente
als Matrize fiir die PCR-Klonierung der Nukleotide 1-870 (aa 1-290) der murinen p103-
cDNA mittels der Primer mMpl103ATG-EcoRI und mMp103-930-Xbal (Abschn. 2.7.). Das
Amplicon wurde iiber die EcoRI- und Xbal-Schnittstellen in den Vektor pBluescript II KS+
(Stratagene) kloniert. Ein durch Restriktion mit EcoRI und Nofl erhaltenes Fragment wurde
schlieBlich in den ebenso restringierten Vektor pGSTpar3 (Sheffield ef al., 1999) kloniert.
Dieses Konstrukt fungierte als Expressionsplasmid zur Reinigung des GST-Fusionsproteins
(Abschn. 3.13.5.7.) GST-Mp103(1-290) aus E. coli., welches zur Immunisierung von Ratten
und der nachfolgenden Herstellung eines monoklonalen Antikdrpers (Abschn. 3.14.3.) gegen
pl03 verwendet wurde. Da die Aminosduresequenz des humanen und murinen pl03 in
diesem Bereich nahezu identisch ist (vgl. Abb. 33), konnte erwartet werden, daB3 der

entsprechende Antikérper auch das menschliche Protein detektiert.
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Ein Monoklon (Name: VCI 9C2), der mit p103 bzw. dem Fusionsprotein GST-Mp103(1-290)
sowohl im ELISA als auch im Western-Blot eine Immunreaktion zeigte, konnte selektiert
werden (Daten nicht gezeigt und Abb. 34A).

Eine komplette Analyse der Aminosduresequenz von pl03 mit Computervorhersage-
Algorithmen ergab mehrere interessanter Ergebnisse. Im N-terminalen Bereich des Proteins
(aa 16-145) konnte eine signifikante Homologie zur Von-Willebrand-Faktor-Typ A (VWA)-
Doméne (NCBI CD-Eintrag: smart00327) festgestellt werden (Abb. 32). Der Von-
Willebrand-Faktor (VWF) ist ein grof3es extrazelluldres Glykoprotein mit der Fahigkeit zu
Multimerisieren und erfiillt zwei essentielle Funktionen in der Himostase des Blutes. Zum
einen vermittelt er die Adhdsion von Blutplittchen an das subendotheliale Bindegewebe, zum
anderen bindet er den Blutgerinnungsfaktor VIII, welcher in Abwesenheit vom VWF extrem
schnell aus dem Blut entfernt wird, was VWF zu einem wichtigen Protein der
Blutgerinnungskaskade macht (Ubersichtsartikel: Sadler, 1998). Der VWF besitzt selbst drei
VWA-Dominen (A1-A3), wobei die Kristallstrukturen von Al und A3 bereits gelost werden
konnten (Emsley et al., 1998; Huizinga et al., 1997), wohingegen von A2 nur ein Modell
existiert (Jenkins et al., 1998). Die VWA-Doméne besteht im Prinzip aus einem klassischen
Rossmann-Faltungsmotiv, mit einer Blolp2p3a2a3B4ad4pS5aSaba7p6a8 (a: o-Helix, B:
B-Faltblatt) Sekundérstruktur, wie man sie beispielsweise dhnlich in der GTPase Ras findet
(Edwards und Perkins, 1995; Edwards und Perkins, 1996). Zahlreiche Proteine besitzen die
VWA-Domaine, darunter die Komplementfaktoren B, C2, CR3, CR4, Collagene (Typ VI, VII,
XII, XIV), die alpha-Kette von Integrinen (I-Doméne), die humane DNA-Helikase Ku80,
C. elegans Unc-36 (Ionenkanal), humanes VPARP (eine Poly-(ADP-ribose)-Polymerase),
eine Ser-/Thr-Kinase (PpkA) aus Pseudomonas aeruginosa, ein hypothetisches Protein (NCBI
Zugriffsnummer T41581) aus S. pombe, eine Magnesium-Chelatase-Untereinheit (Chll) aus
Methanothermobacter thermautotrophicus und ein ,,copine-like* Protein (AAK63871) aus
A. thaliana. Dies zeigt, dal die VWA-Doméne erstens nicht auf extrazellulire Proteine
beschrinkt ist und zweitens in Archaen, Eubakterien, Pflanzen und niederen sowie héheren
Eukaryonten vorkommt. Bemerkenswerterweise besitzt auch die p44 Untereinheit von TFITH
und der Anthrax-Toxin-Rezeptor (ATR; Bradley ef al., 2001) eine VWA-Doméne. Im Falle
von ATR bindet das protektive Antigen (PA) von B. anthracis direkt an die VWA-Domine.
Es ist deshalb stark anzunehmen, dal} es sich bei der VWA-Domine um ein Protein-Protein-
Interaktions-Modul handelt, nicht zuletzt auch deswegen, weil fiir die A1-Domine des VWF
eine direkte Bindung an das Glykoprotein GPIba bekannt ist, und fiir dessen A3-Doméne

tiber eine direkte Interaktion mit Collagenen berichtet wurde (Sadler, 1998).
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7.7% Ser 103 kDa
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C

pl03/vaCID: 16 ADVVFVIEGTANLGPY-FEGLRKHYLLPAIEYFNGGPPAETDFGGDYGGTQYSLVVFNTVD 75
Consensus: 2 LDVVFLLDGSGSMGGNRFE-LAKEFVLKLVEQLDIGPD—————————— GDRVGLVTFSS-- 49

pl03/VaCID: 76 CAPESYVQCHAPTSSAYEFVTWLDGIKFMGGGGESCSLIAEGLSTALOQLFDDFKKMREQI 135
Consensus: 50 DA-RVLFPLN-DSQSKDALLEALASLSYSLGGG---TNLGAALEYALENL--FSESAGSR 102

pl03/VaCID: 136 GQTHRVCLLI 145
Consensus: 103 RGAPKVLILI 112

D

CID (pl03/VaCID): 104 FPHTAPCEVRVLMLLYSSKKKIFMGLIPY 132
VWA-Consensus: 17 FERVKDFVERVVERLDIGPDKVRVGLVQY 45

Abb. 32: Primérstruktur von pl103/VaCID: ,,JVPI16 associated protein with conserved interesting domain®.
(A) Doménen und Sequenzmotive aus Computervorhersagen. Am N-Terminus des Proteins findet sich eine
langere Sequenz (aa 16-145), die homolog zur VW A-Domine (siehe auch C) des Von-Willebrand-Faktors (siche
Text) ist. Von aa 237-275 sowie aa 301-387 erstrecken sich zwei prolinreiche Regionen (P). Weitere in-silico-
Analysen belegen die Existenz einer evolutionir konservierten, bisher nicht beschriebenen bzw. charakterisierten
Domaine, die vorldufig CID (,conserved interesting domain®) genannt wurde (aa397-541). Die Pfeile
symbolisieren (potentielle) Sequenzwiederholungen innerhalb der CID-Doméne (kleine Pfeile) bzw. zwischen
CID-Doménen (groBer Pfeil; bei Proteinen mit zwei CID-Doménen). Der CID-Doméine schlief3t sich ein kurzer
Q-reicher Sequenzabschnitt (Q) an (aa 546-563), dem eine prolin- und tryptophanreiche Region (P/W) am
C-Terminus des Proteins folgt. Der N-terminale Abschnitt (aa 1-290), der zur Herstellung des monoklonalen
Antikorpers VCI 9C2 als GST-Fusion in E. coli exprimiert wurde, ist mit einem Balken unterlegt. (B) Physiko-
chemische Parameter von pl03/VaCID. pl: Isoelektrischer Punkt, MGW: Molekulargewicht.
(C) Sequenzhomologie zwischen dem Aminoterminus von p103/VaCID und der VWA-Doméne (siche Text).
Dargestellt ist eine hypothetische VWA-Consensussequenz. Identische Aminosduren sind fettgedruckt.
Konservative Austausche von Aminosédureresten sind grau hinterlegt. (D) Sequenzhomologie zwischen der
VWA- und der CID-Doméne. Darstellung wie in (C).
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Die typische VWA-Doméne hat eine durchschnittliche Linge von etwa 180 Aminosduren
(Jenkins et al., 1998), von denen allerdings nur die ersten 112 Aminosdurereste (62 %) in
p103 konserviert sind (Abb. 32C).

Eine Kernlokalisationssequenz konnte nicht vorhergesagt werden. Das Programm PSORT
(W2H-Husar), welches die Aminosdurezusammensetzung mit bekannten Proteinen vergleicht
(Bickmore und Sutherland, 2002), prognostiziert mit einer Wahrscheinlichkeit von 74 %, daf}
es sich bei p103 um ein Kernprotein handeln muf3. Der hohe Anteil der Aminocarbonsiure
Prolin (Abb. 32B) spiegelt sich im Auftreten von drei prolinreichen Regionen wieder
(Abb. 32A).

Weitere in-silico-Analysen fiihrten zu einem tiberraschenden Ergebnis, denn es konnte eine
Doméne in pl03 identifiziert werden (aa397-541), deren Aminosduresequenz nahezu
identisch zu einem zunidchst theoretisch vorhergesagten Protein, das spiter als PTOV1
(protstate tumor overexpressed 1) publiziert wurde (Benedit et al., 2001), und dessen Gen ca.
14 kb stromabwirts vom 3’-terminalen Exon des p103-Gens auf Chromosom 19q13.3-13.4
lokalisiert ist. Diese Domidne unbekannter Funktion wurde CID (,,conserved interesting
domain®) genannt, weswegen pl03 nachfolgend auch mit VaCID fir ,,JP16 associated
protein with conserved interesting domain® (Diplomarbeit, Ulf Schaberg) bezeichnet wird.
Das Protein PTOV1 besteht im wesentlichen aus zwei CID-Doménen, so dal ihm weitere
Homologiebeziechungen — wie z.B. eine VWA-Domédne — zu pl03/VaCID fehlen.
Bemerkenswerterweise besitzt die CID-Doméne einen sehr kurzen Sequenzabschnitt mit
Homologie zur Consensussequenz der VWA-Doméne (Abb. 32D). Man muf3 allerdings
abwarten, ob dies eine funktionelle Bedeutung hat oder zufélliger Natur ist.

Im Gegensatz zur VWA- tritt die CID-Domidne in der Evolution erst bei hdheren
multizelluldren Organismen in Erscheinung. Es konnten Proteine mit einer CID-Domine in
der Taufliege, der Maus, der Ratte, im Rind, im Krallenfrosch und im Kugelfisch durch
Datenbanksuche identifiziert werden (diese Studien und Diplomarbeit, Ulf Schaberg). Das
Durchsuchen der genomischen Datenbanken von C. elegans und S. cerevisiae ergab keine
signifikanten Treffer. Aufgrund fehlender funktioneller Daten bleibt die biologische Rolle,
welche die CID-Domine spielt, fiirs erste unbekannt. Weiterfilhrende Studien sollten in
Zukunft aber die Funktion dieser in hoheren Metazoen hochkonservierten Doméne im
Kontext von Zellen bzw. von Modellorganismen aufklaren konnen.

Zur Vervollstaindigung der Computeranalysen wurde schlieBlich noch ein ,,Multiple
Alignment” mit den pl103/VaCID-homologen Proteinen durchgefiihrt. Zum Auffinden der
Orthologen wurde der spezielle BLAST-Algorithmus der Arbeitsgruppe Bork (EMBL,
Heidelberg) und das Programm PSI-BLAST eingesetzt (Abschn. 3.19.). Zur Generierung
eines ,,Multiple Alignments* wurde das Programm ClustalW im Programmpaket W2H-Husar
(Abschn. 3.19.1.3.) verwendet. Das Resultat ist in Abb. 33 dargestellt. Man kann erkennen,
daf insbesondere die VWA-Domine inklusive dem Linker zwischen VWA und der ersten

prolinreichen Region (siehe Abb. 33) stark konserviert ist.
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Abb. 33:  Multiple Alignment™ von p103/VaCID-Orthologen in Metazoen. Aminosdurereste, die in allen vier
Polypeptiden hoch konserviert sind, sind dunkelgrau unterlegt. Die Darstellung der in drei von vier Proteinen
konservierten (konservativer Austausch) Aminosdurereste ist durch eine mittelgraue Markierung realisiert.
Aminosdurereste, die eine geringe Konservierung aufweisen, erscheinen durch einen hellgrauen Hintergrund.
Drosophila melanogaster (,,drome*), Homo sapiens (,human®), Mus musculus (,,murine*), Xenopus laevis
(,,»xlaevis®). Drosophila VaCID (dArc92, XP_081452), ,,human® VaCID (TCBAP0758, NP _112235), , murine*
VaCID (AAH21333), Xenopus VaCID (AW635548 & BJ074617; nicht komplett!). Die VWA- und CID-
Doméne sind unterstrichen.
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Das selbe gilt auch fiir die CID-Doméne, wohingegen der C-terminale Bereich von
p103/VaCID zwischen den einzelnen Spezies deutlicher variiert. Dies konnte bedeuten, daf3
die beiden Doménen strukturiert vorliegen, was auch mit Sekundarstrukturvorhersagen fiir

p103/VaClID iibereinstimmen wiirde (Daten nicht gezeigt).

Als nichstes sollte das Bindungsverhalten von p103/VaCID an die VP16-AD mit Hilfe des
neu generierten monoklonalen Ratten anti-VaCID-Antikorpers (VCI 9C2) untersucht werden.
Vorgegangen wurde, wie im vorhergehenden Abschnitt dargelegt. Das Ergebnis war
wiederum tiiberraschend, denn p103/VaCID war sowohl im Eluat der H1-Affinititssdule als
auch im Eluat der H2-Affinitdtssdule im Immunblot detektierbar (Abb. 34B), nicht aber in
den Eluaten der Kontrollsdulen (GST-HIMt & GST-H2Mt). Dies war auf den ersten Blick
insofern verwunderlich, da bei der priaparativen Reinigung von p103/VaCID kein zusitzliches
Protein aus dem Auftrag (P11 0.1-0.3), an die VP16:H1-Sédule gebunden war (siche Abb. 31),
was fiir eine direkte Interaktion von p103/VaCID mit der H1-Doméne der VP16-AD spricht.
Dies bedeutet, dal das Protein moglicherweise auch direkt an VP16:H2 binden kann, oder
aber Teil eines Proteinkomplexes ist, welcher von beiden Subregionen der
VP16-Transaktivierungsdoméne rekrutiert wird. Vergleicht man das Bindungsverhalten von
p103/VaCID an VP16 mit dem anderer Proteine, so fillt auf, dal es exakt identisch zu dem
von humanen Mediatoruntereinheiten ist (Abb. 30). Deshalb sollte untersucht werden, ob
p103/VaCID in Kernextrakten humaner Tumorzellen mit Mediatoren assoziiert vorliegen
kann. Um diese Frage zu beantworten, wurde eine Immunreinigung von humanem Mediator
mit einem anti-PAQ-Antikorper (Klon 6C9), wie in Abschn. 4.4. beschreiben, durchgefiihrt.
Als Positivkontrolle kam die Immunaffinititschromatographie mit dem in dieser Arbeit
hergestellten monoklonalen anti-VaCID-Antikérper (Klon VCI9C2) zum FEinsatz. Zur
Spezifititskontrolle wurden Kontroll-Antikdrpersdulen mit Immunglobulinen des gleichen
Isotyps benutzt. Ein extensives Waschen der Séulen erfolgte mit IP-Puffer (150 mM KCI).
AnschlieBend konnten die spezifisch gebundenen Polypeptide im Immunblot analysiert
werden (Abb. 34C). Die PAQ-Antikorpersdule hatte, wie beschrieben (Abschn. 4.5.1.), einen
Mediatorkomplex gebunden, der nicht nur — wie erwartet (Mittler et al., 2001) — TRAPSO0,
hMed7, Cdk8 und hMed6 enthilt, sondern auch p103/VaCID. Zudem war es moglich an der
anti-VaCID-Immunaffinititssdule  die  stabile Bindung der gerade erwéhnten
Mediatoruntereinheiten nachzuweisen (Abb. 34C). Das Protein VaCID zeigte weder eine
Interaktion mit den Komponenten des TFTC-Komplexes SAP130, hSpt3 und TAF;30, noch
mit den generellen Transkriptionsfaktoren TFIID (TBP) bzw. TFIIH (p62). Wie fiir Mediator
beschrieben (Gu et al., 1999) konnte eine substochiometrische Assoziation von RNA-
Polymerase II detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Damit war eindeutig gezeigt, dafl
VaCID mit humanem Mediator assoziiert vorliegen kann, was die Prisenz des Proteins

sowohl im Eluat einer H1- als auch einer H2-S4ule erklart.
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Abb. 34: p103/VaCID ist mit humanem Mediator assoziiert. (A) Der monoklonale Ratte anti-VaCID-Antikorper
(VCI 9C2) erkennt spezifisch ein Polypeptid bei 103 kDa in einem HeLa-Kernextrakt (KE). Aufgetragen sind in
Spur 1 200 ng Antigen (GST-Mp103(1-310)) sowie 10 pg (Spur2) bzw. 40 pg (Spur 3) Hela-Kernextrakt. (B)
VaCID weist ein spezifisches Bindungsverhalten an beide Subdominen der VP16-AD auf. (C) Western-Blot-
Analyse der Interaktion von VaCID mit humanem Mediator. Aufgetragen sind Kernextrakt (KE), der
Durchbruch der a-VaCID-Immunaffinititssdule (KEAVaCID), das Eluat der a-VaCID-Immunaffinitatssaule (IP
VaCID), das Eluat der Kontrollsdule fiir a-VaCID (IP Kontr. 2b; Isotyp IgG2b), das Eluat der a-PAQ-
Immunaffinitatssdule (IP PAQ) und das Eluat der Kotrollsdule fiir a-PAQ (IP Kontr. 2c; Isotyp 1gG2c¢).
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Das substochiometrische Erscheinen im Eluat der o-PAQ-Immunaffinititssdule deutet
daraufhin, dal} es sich bei p103/VaCID unter Umstdnden um ein Protein handelt, das nur eine
Komponente eines bestimmten Teils humaner Mediatorkomplexe ist. Alternativ konnten der
a-VaCID- bzw. der a-PAQ-Antikorper wechselseitig mit der Bindung von VaCID respektive
PAQ an humane Mediatoren interferieren. Die Tatsache, dall p103/VaCID offensichtlich in
»freier Form® in den Niedrigsalzfraktionen einer Phosphocellulose-Chromatographie eluiert
(Abb. 31 und Daten nicht gezeigt), 146t es naheliegend erscheinen, da3 die Interaktion mit
Mediatoren dynamischer Natur sein konnte.

Zum jetzigen Zeitpunkt ist es allerdings offen, ob p103/VaCID auch direkt mit VP16:H2
interagiert, und inwieweit der neuartige Transkriptionsfaktor fiir die Transaktivierungs-
funktion von VP16 essentiell ist, oder ob Mediatoren auch ohne p103/VaCID an VP16 binden
konnen. Dies konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr untersucht werden. Die gezeigten

Daten bilden aber eine fundierte Basis fiir weitergehende Studien.



5. Diskussion

5.1. PAQ: eine neue Untereinheit humaner Mediatoren

Die Transkription proteincodierender Gene zu pri-mRNA in menschlichen Zellen ist durch
eine nicht zu tbertreffende Fiille an Cofaktoren charakterisiert, welche die enzymatische
Aktivitdit von RNA-Polymerase II, dem fiir die Transkription von Klasse I[I-Genen
verantwortlichen Proteinkomplex, regulieren. Eine wichtige Klasse von Cofaktoren stellen
humane Mediatoren dar. Diese wurden, dhnlich zu ihrem Pendant in der Hefe S. cerevisiae
(Myers und Kornberg, 2000), als zentrale Spieler im Prozess der Ubermittlung regulatorischer
Signale von Transkriptionsaktivatoren auf die pri-mRNA-Synthesemaschine, als klassische
Coaktivatoren (Kaiser und Meisterernst, 1996) beschrieben (Lemon und Tjian, 2000; Malik
und Roeder, 2000). Humane Mediatorkomplexe sind in ihrer Zusammensetzung zum Teil
sehr heterogener Natur, besitzen jedoch eine Vielzahl gemeinsamer Untereinheiten (Malik et
al., 2000; Mittler et al., 2001; Taatjes et al., 2002).

Der Versuch Polypeptide zu identifizieren, die mit der Coaktivatorfunktion des positiven
Cofaktors 2 (PC2) in Saulenfraktionen coeluieren, fiihrte in dieser Arbeit schlieBlich zur
Reinigung von PAQ (PC2 assoziiertes Q-reiches Protein) und Klonierung der entsprechenden
cDNA (Berti ef al., 2001). Basis dafiir war die direkte Bindung des Transkriptionsfaktors an
eine Motivantikdrper-Immunaffinitdtssdule (anti-Polyglutaminantikdrper; Abschn. 4.2.2.),
und die funktionelle Coelution von PAQ mit der PC2-Aktivitdt an einer GST-VP16-Séule
(Abschn. 4.2.3.). PAQ konnte als neue, noch unbekannte, aber konstitutive Untereinheit
humaner Mediatoren beschriecben werden (Mittler e al, 2001), und weist
Homologiebeziechungen zum Hefeprotein Galll (eine Mediatorkomponente) auf
(Abschn. 4.4.2.). Damit war auch eine logische Verbindung zur PC2-Aktivitit hergestellt
worden, da gezeigt werden konnte, da3 diese ursdchlich an die Anwesenheit von humanen
Mediatorproteinen gekniipft ist. Eine genaue Zusammensetzung des PC2-Mediatorkomplexes
wurde von Malik et al. (2000) vorgeschlagen (Abschn. 8.6.), basierte aber auf einem
hochgereinigten Mediatorkomplex, der per se keine Funktion in einem rekonstituierten
in-vitro-Transkriptionssystem aufwies.

Das Protein selbst zeichnet sich durch einige charakteristische Eigenschaften aus. Zum einen
besteht es zu einem fiinftel aus Glutamin (Q)- und zu einem zehntel aus Prolinresten, was sich
im Auftreten von vier prolinreichen Regionen und einer Domédne mit homopolymeren
Sequenzabfolgen der Aminosdure Glutamin &duBert (Abb. 18). Zum anderen scheint es
jedenfalls zum Teil von der Bickerhefe bis zum Menschen evolutiondr konserviert zu sein.
Dies ist insbesondere am N-Terminus von PAQ der Fall, was dafiir spricht, daf} dieser
Sequenzabschnitt eine wichtige zelluldre Funktion ausiiben muB. In der Tat enthélt der

aminoterminale Bereich ein Sequenzmotiv mit Homologie zur sogenannten KIX-Domine von
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CBP/p300, einer Interaktionsregion mit Aktivierungsdominen von Transkriptionsfaktoren
(Abschn. 4.3.2.). Mittels Vergleich der Primirsequenz bekannter KIX-Bindungspartner
(c-Myb, CREB, SREBPla, SREBP2 und Cubitus interruptus) und durch Phagendisplay
konnte ein minimaler Consensus flir die KIX-Interaktion (OXXDDXXD; wobei @ eine
hydrophobe Aminosdure sein muf3) definiert werden (Frangioni et al., 2000). Essentielle
Aminosduren in KIX fiir die Interaktion mit Liganden sind Y651, L653, L654, 1658 und
Q662. Diese sind teilweise in PAQ mehr (identisch) oder weniger (konservativer Austausch)
stark konserviert, was moglicherweise auf eine veridnderte Bindungsspezifitit beziiglich von
Aktivierungsdoménen hinweisen kann. Allerdings soll auch das PAQ-homologe Protein
TIG-1 (Abraham und Solomon, 2000), welches sehr wahrscheinlich eine alternativ gespleilite
Isoform von PAQ darstellt (siche Abb. 21), direkt an SREBP1a binden (A. Niar, personl.
Mitteilung).

Wie bereits erwéhnt, ist das Vorhandensein einer Poly(Q)-Region ein Charakteristikum von
humanem und murinem PAQ. Obwohl auch das S. cerevisiae Protein Galll einen
entsprechenden glutaminreichen Abschnitt aufweist, ist die Poly(Q)-Region im Vergleich zu
den orthologen Proteinen aus C. elegans bzw. D. melanogaster nicht konserviert (Abb. 21).
Dies kann entweder bedeuten, dal die Domine mit den homopolymeren
Glutaminwiederholungen fiir die generelle Mediatorfunktion im Fadenwurm bzw. in der
Taufliege nicht wichtig ist, oder aber, dall andere noch nicht identifizierte Mediatorproteine in
diesen Spezies, eine funktionell redundante Poly(Q)-Region besitzen. Im Gegensatz zu PAQ
ist beim Drosophila-Orthologen von TRAP230 die glutaminreiche Region konserviert,
wohingegen sie im orthologen Protein in Hefe (Srb8) fehlt. Statt dessen besitzt das
Hefeprotein Med3 (neben Galll) eine weitere Q-reiche Region. Obwohl in vielen Proteinen
und auch besonders in Transkriptionsfaktoren (CBP, TBP, Brahma, Androgen-Rezeptor und
Brn-2) vorhanden (Perutz, 1996), ist eine wirkliche Funktion dieses Motivs bisher nicht
bekannt. Computeranalysen von Organismen mit bereits vollstindig sequenzierten Genomen
zeigen einerseits die Abwesenheit von homopolymeren Glutaminwiederholungen in
thermophilen Organismen (Archaen und Eubakterien), andererseits ein massives Auftreten
dieses Motivs in hoheren Eukaryonten (Michelitsch und Weissman, 2000). Dies ist in
Ubereinstimmung mit der Tendenz von Polyglutaminwiederholungen in vitro und in vivo
Aggregate auszubilden — was bei hoheren Temperaturen natiirlich beschleunigt wird
(Kazantsev et al., 2002; Masino et al., 2002) — insbesondere wenn die Léinge des
Homopolymers die Zahl von 37 iiberschreitet (Perutz, 1999). Ist einmal die Bildung eines
Aggregationskeims in Gang gekommen, ist die Lidnge des Poly(Q)-Abschnitts fiir die
Einlagerung in das unldsliche Aggregat nicht mehr entscheidend (Kazantsev ef al., 1999), ein
Vorgang, der sehr wahrscheinlich mit der Pathologie von Polyglutamin- bzw. CAG ,,repeat*-
Krankheiten ursichlich zu tun hat (Ubersichtartikel: Perutz, 1996).
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Ein Paradebeispiel dafiir ist der Morbus Huntington (Ubersichtsartikel: Rubinsztein, 2002),
eine autosomal-dominante Erbkrankheit, bei der durch eine Expansion von CAG
Trinukleotidwiederholungen im Huntingtongen ein Polypeptid (Huntingtin: Htt) mit einer
Linge von Polyglutaminwiederholungen im Bereich von n= 37 bis 70 generiert wird. Dies
fithrt zu pathologischen Symptomen, wie Verlust der Bewegungskoordination, Demenz und
psychiatrischer Auffilligkeit (Wesensverdnderung), ein Krankheitsbild, das im deutschen
Sprachraum auch als ,,Veitstanz*“ bezeichnet wird. Der Krankheitsverlauf ist mit einem
massiven Verlust an Neuronen im Gehirn verbunden, die sehr wahrscheinlich aufgrund der
sich bildenden (im Lichtmikroskop sichtbaren) Proteinaggregate im Kern dieser Zellen zum
Untergang verurteilt sind (Perutz und Windle, 2001). Huntingtin ist ein sehr grofles Protein
(350 aa), das proteolytisch in ein kurzes N-terminales und ein C-terminales Polypeptid
gespalten werden kann. Die wirkliche biologische Funktion von Htt ist unbekannt, allerdings
ist es ein essentielles Protein fir die Embryonalentwicklung in der Maus. Htt und
insbesondere seine proteolytischen Fragmente sind neben einer Lokalisation im Cytoplasma
auch im Zellkern vorhanden, wo sie diffus lokalisiert, aber etwas angereichert in
PML-Ko6rpern, Nucleoli und anderen ,nuclear speckles* detektierbar sind (Kegel et al.,
2002). Fiir Htt wurde unter anderem eine Funktion in der Transkription vorgeschlagen, da es
die Corepressoren CtBP, N-CoR und mSin3a, sowie den Aktivator p53 bindet. Diese
Interaktionen werden durch die CAG-Expansion im Htt-Gen geschwicht, wihrend parallel
dazu die Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren, die Polyglutamin-Regionen besitzen,
stark zunimmt. Insbesondere Gene mit CREs (,,cAMP responsive elements), welche in
Neuronen durch den cAMP-Signalweg reguliert werden (Somatostatin-, Proenkephalin- und
Substanz P-Gen), scheinen davon betroffen zu sein. Eine direkte Interferenz mit der Funktion
des Aktivators CREB (,,CRE binding protein®) konnte mehrfach gezeigt werden. Mutiertes
Htt bindet unter anderem TAF;;130, TBP und CBP/p300, was zum Auftreten dieser
Transkriptionsfaktoren in den nukledren Aggregaten fithrt (McCampbell et al., 2000;
Shimohata et al., 2000; Steffan et al., 2000). Es wire in Zukunft interessant herauszufinden,
inwieweit humane Mediatoren auch in diesen Proteinaggregaten zu finden sind.
Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen wurde iiber eine Reduktion der HttMt-induzierten
Aggregatbildung in Zellen mittels Einsatz von Histondeacetalyseinhibitoren berichtet
(McCampbell et al., 2001). Kiirzlich konnte auch eine Interferenz mit der Transaktivierung
durch Spl (die auch TAF;;130 als Cofaktor bendtigt) gezeigt werden (Li et al., 2002). Eine
Deregulation der Transkription durch artifizielle Expression von Polyglutamin (n=75) konnte
zudem in Hefe beobachtet werden. Dabei zeigte die Anderung des Genexpressionsprofils
starke Ahnlichkeit zu Effekten, die durch die Deletion von essentiellen Komponenten des
SAGA-Komplexes (z.B. Spt3) induziert werden (Hughes et al., 2001). Eine Kombination aus
einer Spt3-Deletion und der Expression von Polyglutamin demonstrierte dabei einen starken

Synergismus, der durch Histondeacetylaseinhibitoren revertiert werden konnte.
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Erwédhnenswert ist in diesem Zusammenhang, da3 zwischen dem PAQ-Orthologen Galll und
SAGA in Hefe genetische Interaktionen existieren (Roberts und Winston, 1997). Konnte es
also vielleicht eine transiente Bindung von SAGA an Mediator geben, die durch eine
Polyglutaminexpansion verstirkt wiirde? In diesem Kontext wurde eine ,.gain-of-function*-
Hypothese fiir Polyglutamin-Krankheiten bereits in der Literatur diskutiert (Rubinsztein,
2002).

Neben Chorea Huntington existieren mindestens noch zwei weitere neurodegenerative
Erkrankungen, die ursidchlich mit Polyglutaminabfolgen und Transkription zu tun haben. Zum
einen die Kennedey-Krankheit (spinale und bulbuire Muskelatrophie: SBMA), bei der eine
CAG-Expansion im Androgen-Rezeptor fiir das Krankheitsbild verantwortlich ist (Perutz et
al., 1994). Zum anderen die spinocerebrale Ataxie Typ 17 (SCA17), bei der eine CAG/CAA-
Expansion in TBP zu entsprechenden neurologischen Defekten fiihrt (Fujigasaki et al., 2001;
Nakamura et al., 2001).

Obwohl es sich also bei homopolymeren Glutaminabfolgen sehr wahrscheinlich um eine Art
Protein-Protein-Interaktionsmodul handelt, das erst bei hoheren Eukaryonten verstarkt auftritt,
ist bisher sehr wenig iiber die Interaktionspartner dieses Moduls bekannt. Eine Suche nach
potentiellen Bindungspartner fiir die Poly(Q)-Region des POU-Transkriptionsfaktors Brn-2
mit dem Hefe Zwei-Hybrid-System, fiithrte zur Klonierung von fiinf cDNAs. Die
entsprechenden Proteine wurden PQBP (,,poly-Q binding protein®) 1-5 genannt, und hatten
als Gemeinsamkeit das Vorliegen von Sequenzabschnitten, bei denen geladene bzw. polare
Aminoséurereste stark tiberreprasentiert sind (Imafuku et al., 1998). Es wird spekuliert, daf es
zur Ausbildung eines ausgedehnten Netzwerkes aus Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den geladenen bzw. polaren Seitenketten von PQBP-1 (die eine Art polaren ,,Zipper
ausbilden) und dem Polyglutaminmodul kommen kann (Okazawa et al., 2001; Waragai et al.,
1999). Die Strukturanalyse von GST-Q22 und GST-Q41 in (wéssriger) Losung offenbart
allerdings eindeutig eine Zufallskndulstruktur fiir Polyglutaminabfolgen (Masino et al., 2002).
Nach einem eleganten Modell, das auf Befunden aus der CD-Spektroskopie und
Rontgenstreudaten von Polyglutaminaggregaten basiert, konnten Polyglutaminabfolgen
jedoch ab einer gewissen Kettenldnge in der Lage sein, intermolekulare B-Faltblattstrukturen
(polare ,,Zipper*) durch die Kniipfung von Wasserstoftbriicken zwischen den Amidgruppen
der Seitenketten und des Peptidriickgrates auszubilden (Perutz et al., 1994), was letztlich zur
Aggregation fiihren mag.

In Drosophila gehort ein Grof3teil der Proteine mit ldngeren Polyglutaminmodulen zur Familie
der Transkriptionsfaktoren, die entwicklungsgenetische Prozesse steuern, insbesondere im
Nervensystem (Perutz, 1996). Die Frage, ob PAQ eine dhnliche in-vivo-Funktion hat, kann

zukiinftig nur im Mausmodell beantwortet werden.
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5.2. Die Rolle von Mediator als basaler Transkriptionsfaktor

Mediator wurde urspriinglich aufgrund von in-vitro-Daten in der Béckerhefe als der zentrale
Coaktivator dieser Spezies beschrieben (Flanagan et al, 1991; Kim et al., 1994). In den
gleichen Zeitraum fiel die Entdeckung der USA-Aktivitdt im Sdugersystem (Meisterernst et
al., 1991). Interessanterweise vergingen dann knapp zehn Jahre, bis zum einen erkannt wurde,
daf3 die USA-Komponente PC2 ein humaner Mediatorkomplex ist (Malik et al., 2000), und
zum anderen Mediatoren neben ihrer Funktion als Coaktivator eine essentielle Rolle fiir die
basale RNA-Polymerase II-Transkription spielen (Mittler ef al., 2001). Dies konnte kiirzlich
auch durch Arbeiten im Labor von Dr. R.G. Roeder bestitigt werden (Baek et al., 2002). Eine
essentielle Rolle von Mediator in der Transkription deutete sich indes schon durch
genomweite Expressionsstudien in S. cerevisiae an (Holstege et al., 1998), da eine
temperatursensitive Mutante von Srb4 zu einem nahezu vollstdndigen Verlust der Expression
von Klasse [I-Genen fiihrte. Andere TS-Mutanten hingegen (z.B. Med6 und Srb7) weisen
einen weit weniger drastischen Effekt auf (Abschn. 1.3.1.). Dies signalisiert, da3 nur ein ganz
bestimmter Teil des Hefe-Mediators die basale Funktion vermittelt.

Die Funktionsweise von Mediator als genereller Transkriptionsfaktor wurde lange Zeit
sozusagen ,,iibersehen®, da der Cofaktorkomplex nur in gereinigten rekonstituierten in-vitro-
Transkriptionssystemen oder im Kontext von Chromatin-Systemen, bei denen die basale
Transkription nicht gemessen werden kann, analysiert wurde. Erst im Zusammenspiel mit
anderen, noch unbekannten Faktoren des ,,groben Kernextraktsystems, war es moglich diese
Funktion in vitro zu messen. Der limitierende Schritt war dabei die Entwicklung eines
monoklonalen Antikérpers gegen PAQ, der es erlaubt humane Mediatoren spezifisch und
nahezu quantitativ aus einem Kernextrakt zu entfernen (Mittler et al., 2001).

Die sich aufdriangende Frage, warum Mediatoraktivititen fiir die Transkription von Klasse II-
Genen so wichtig sind, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr beantwortet werden. Eine
naheliegende Hypothese ist die Postulierung eines oder mehrerer ,,Gegenspieler von
Mediator, welche die RNA-Polymerase I direkt oder indirekt inhibieren. Eine weitere
Moglichkeit wire eine unterschiedliche Modifikation von RNA-Polymerase II im Mediator-
freien versus ,,normalen* Kernextrakt, die zur Inhibition des Enzyms fiihrt. Dagegen spricht,
dal iiber zwei verschiedene Immunaffinititssdulen in einem Schritt gereinigte
RNA-Polymerase I — sowohl aus Kernextrakt als auch aus Mediator-depletiertem
Kernextrakt — in einem gereinigten in-vitro-Transkriptionssystem voll aktiv ist (Daten nicht
gezeigt). Alternativ konnten auch Pseudochromatineffekte im groben System eine Rolle
spielen, da in Kernextrakten natiirlich auch Histone und HMG-Proteine vorkommen, die
moglicherweise eine Chromatin-dhnliche Struktur aufbauen konnten (Gruss et al., 1990). Die
Zugabe von Kompetitor-DNA zu einem HeLa-Kernextrakt sollte diesen Effekt allerdings
schwichen und das Transkriptionssystem wenigstens teilweise Mediator-unabhingig machen,

was allerdings nicht der Fall ist (Daten nicht gezeigt).
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Deswegen bleibt die Antagonisten-Hypothese bisher das beste Arbeitsmodell. Uber die
~Primer-Extension*-Analyse konnte gezeigt werden, daf sich der Mediatoreffekt nicht auf der
Ebene der Elongation der Transkription abspielt (G. Mittler, unverdffentlicht), so daf3 die
basale Funktion von Mediator bei der Initiation bzw. frithen Elongation (,,promoter escape®)
greifen muf3. Aufgrund genetischer und biochemischer Daten aus S. cerevisiae kommen dafiir
folgende potentielle ,,Gegenspieler” in Frage. Der negative Cofaktor NC2 (Xie et al., 2000),
der genetische Interaktionen mit Srb4 und Sin4 aufweist (Lee et al., 1998; Lemaire et al.,
2000), der CCR4-NOT-Komplex (Collart und Struhl, 1994), der ebenfalls eine
temperatursensitive Srb4-Mutante (Srb4-138) suppremieren kann (Lee et al., 1998), sowie der
Corepressor Tup1-Cyc8/Ssn6 (Smith und Johnson, 2000), fiir den zudem biochemisch eine
negative Regulation von Mediator gezeigt werden konnte (Gromoller und Lehming, 2000a;
Papamichos-Chronakis et al., 2000; Zaman et al., 2001). Dariiber hinaus wurde auch iiber
eine physikalische Interaktion des Srb8-11-Subkomplexes mit Komponenten des
NOT-Komplexes berichtet (Liu ef al., 2001a).

Weder eine Depletion des Mediator-freien Kernextrakts fiir NC2 (NC2a-Antikorper) noch fiir
den humanen NOT-Komplex (CALIF-Antikorper; Albert et al., 2000) war in der Lage, die
in-vitro-Transkription Mediator-unabhingig zu machen (G. Mittler, unverdffentlicht).
Moglicherweise sind aber auch mehrere molekulare Mechanismen im Kernextrakt
gleichzeitig durch Mediator reguliert, was bei einem Multiproteinkomplex nicht
ungewoOhnlich wire, so dal man alle Antagonisten gleichzeitig ausschalten miisste.

Eine Untersuchung von homologen Proteinen der Tupl/Groucho-Familie im Bezug auf die
basale Mediatorfunktion im humanen System wurde bisher nicht unternommen. Allerdings
existieren genetische Interaktionen zwischen Unc37/Groucho und Mediator in C. elegans
(Zhang und Emmons, 2002). Erwdhnt werden sollte an dieser Stelle, daB das Gen fiir den
Transkriptionsfaktor HIRA (Magnaghi et al, 1998), einem zu Tupl homologen Protein,
ebenfalls auf dem DiGeorge-Locus zu finden ist (Abb. 19). Moglicherweise existiert also eine
funktionelle Interaktion zwischen PAQ und HIRA.

Die in dieser Arbeit vorgestellte Depletionsprozedur fiir humane Mediatoren aus Extrakten
von Zellkernen, entfernt die Komponenten des hSrb8-Subkomplexes (Cdk8, Cyclin C,
TRAP230) nicht quantitativ (Abb. 25). Gleichzeitig ist eine negative Funktion von
Cdk8-Cyclin C fiir die in-vitro-Transkription in der Bickerhefe und in Sdugern beschrieben
worden (Akoulitchev et al., 2000; Hengartner et al., 1998). Wéhrend in Hefe ein Modell
favorisiert wurde, bei dem die Phosphorylierung der CTD von RNA-Polymerase II durch
Srb10-Srb11 vor deren Einbau in den Préinitiationskomplex die Transkription inhibiert
(Hengartner et al., 1998), soll der negative Effekt von Cdk8-Cyclin C bei Sdaugern durch eine
Phosphorylierung von Cyclin H (Inaktivierung von TFIIH) bzw. PC4 (Inaktivierung)
realisiert werden (Akoulitchev ef al., 2000; Gu et al., 1999).
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Da der Cdk8-Effekt, zumindest in Sdugern, spezifisch flir die aktivierte Transkription sein
soll, ist es fraglich, ob das Kinase-Cyclin-Paar ursidchlich etwas mit der basalen
Mediatorfunktion zu tun hat, kann aber zum jetzigen Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden.
Nichtsdestotrotz ist TFIIH ein attraktives Zielmolekiil fiir die Regulation durch Mediatoren.
Es ist beispielsweise schon lange bekannt, da3 Mediator die Phosphorylierung der CTD (an
Ser5) von RNA-Polymerase II durch Cdk7-Cyclin H enorm verstiarkt (Abschn. 1.3.1.). Dabei
ist es aber meiner Meinung nach nicht klar, ob die Ser5-Phosphorylierung der CTD wirklich
etwas mit der Transkription per se zu tun hat, oder aber ein Signal fiir die pri-mRNA-
Prozessierungsmaschine (z.B. ,,capping®) ist (Ubersichtsartikel: Maniatis und Reed, 2002).
Arbeiten in unserem Labor geben deutliche Hinweise auf einen Synergismus zwischen
Mediator und rekombinantem (Fukuda et al., 2001) TFIIH in einem gereinigten in-vitro-
Transkriptionssystem, der allerdings von der XPB(p89)-Helikase- und nicht von der
Kinaseaktivitit von Cdk7-Cyclin H abhingt (G. Mittler, unverdffentlicht). Fiir eine
funktionelle Interaktion zwischen Mediator und TFIIH spricht zudem die Tatsache, daf
Mediator zusammen mit TFIIA, TFIID, TFIIE und TFIIH als Geriist am Promotor
zuriickbleiben kann, wenn die Polymerase diesen bereits verlassen hat, und so als
Andockstelle fiir eine weitere Initiationsrunde dienen mag (Yudkovsky et al., 2000). Da im
Kernextrakt natiirlich beide genannten TFIIH-Funktionen eine wichtige Rolle spielen
konnten, mufl in Zukunft untersucht werden, inwieweit die Regulation von TFIIH durch
Mediator essentiell fiir die RNA-Polymerase II-Transkription ist.

Zusammenfassend 14Bt sich also feststellen, dal es wahrscheinlich noch groBer
Anstrengungen bedarf, die basale Mediatorfunktion bis ins molekulare Detail aufzukliren.
Die Entdeckung derselben (Mittler ef al., 2001) hat aber den Grundstein dafiir gelegt, einen
wichtigen Schritt in der Regulation von Klasse II-Genen in Zukunft besser zu verstehen. Da
Mediator mit RNA-Polymerase II iiber mehrere Kontaktpunkte interagieren kann (Asturias et
al., 1999), sollte als nichstes die Frage beantwortet werden, inwieweit die Polymerase ohne

Mediator in einem Kernextrakt tiberhaupt noch an den Promotor binden kann.

5.3. Zwei unterschiedliche Formen humaner Mediatoren

Die Plethora an unterschiedlichen humanen Mediatorkomplexen, die inzwischen in der
Literatur zu finden sind (Malik und Roeder, 2000), zeigt die Heterogenitit in der
Polypeptidzusammensetzung dieser Klasse von Cofaktoren, und ist wahrscheinlich ein
Hinweis auf eine groBe Dynamik, was die Assoziation bzw. Dissoziation einzelner
Komponenten anbelangt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun eine Abstraktion dieses
Problems dahingehend durchgefiihrt, da nur nach dem Gesichtspunkt unterschieden wurde,

ob ein Komplex die basale Transkriptionsfunktion vermitteln kann, oder nicht.
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Abb. 35: Zwei funktionell und strukturell unterschiedliche Formen humaner Mediatorkomplexe. Wiahrend
B-Med ein essentieller Faktor fiir die basale Transkriptionsaktivitit von RNA-Polymerase II ist, muf} eine
Funktion fiir Med erst noch gefunden werden.
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Funktionell und strukturell konnten zwei unterschiedliche Mediatoren postuliert werden
(Abb. 35), die B-Med (basaler Mediator) und Med (Mediator) genannt wurden (Mittler et al.,
2001), so daBB das Problem auf zwei Zustandsformen reduziert war (Abschn. 4.5.3.). Zur
Zustandsform B-Med gehoren aufgrund der verwendeten Reinigungsschemata sehr
wahrscheinlich CRSP (Ryu und Tjian, 1999) und PC2 (Malik et al., 2000), wohingegen NAT
(Sun et al., 1998) und SMCC die Zustandsform Med einnehmen. Als stringentes Kriterium
fiir B-Med wurde dabei die Anwesenheit des Proteins CRSP70 und die Abwesenheit bzw.
substochiometrische Priasenz von Cdk8 angesetzt. Nur B-Med ist in der Lage die essentielle
basale Funktion von Mediator im Kernextrakt in-vitro-Transkriptionssystem zu ersetzen, nicht
aber Med (Mittler et al., 2001). Da PAQ Bestandteil beider Komplexe ist (Abb. 35) und die
Trennung von Med und B-Med in dieser Arbeit durch klassische Siulenchromatographie
durchgefiihrt wurde, die mit Sicherheit keine vollstindige Abtrennung von Med aus der
B-Med-Préparation erlaubte, war eine Definition von B-Med auf der Basis aller enthaltener
Polypeptide nicht moglich. Dies muf3 zukiinftig durch Immunaffinitdtschromatographie an
einem a-CRSP70-Antikorper realisiert werden. Es deutete sich allerdings an, da3 B-Med sehr
wahrscheinlich frei von Cdk8, Cyclin C, TRAP230 und TRAP240 ist, Proteine die
moglicherweise ein Submodul im humanen Mediator bilden (sieche Abschn. 5.5.). AuBBerdem
war das Fehlen von TRAP9S offensichtlich (Abb. 29). Dies wire in Ubereinstimmung mit
Resultaten aus dem Labor von Dr. R. Tjian, wo gezeigt werden konnte, daf} der
Mediatorkomplex ARC eine Mischung aus CRSP und ARC-L darstellt, und nur CRSP
(enthdlt CRSP70, es fehlen CdkS8, Cyclin C, TRAP240 und TRAP230) nicht aber ARC-L in
dem verwendeten Chromatin-System aktiv ist (Taatjes et al., 2002). ARC-L erfiillt dabei alle
Kriterien von Med. Neben ARC wurde auch TRAP {iber eine Affinititssdule gereinigt, die
eine Aktivierungsdomédne (AF2 des Thyroidhormonrezeptors) als Ligand verwendet.
Kongruent mit den neuesten Resultaten bzgl. ARC, der unter anderem iiber GST-VP16
Sdulen gereinigt wurde, konnte (auch) in dieser Arbeit demonstriert werden, dafl die
Aktivierungsdoméne von VP16 Med und B-Med gleichzeitig bindet (Abb. 30). Es kann nun
spekuliert werden, inwieweit der TRAP-Komplex nicht auch eine Mischung beider
Zustandsformen darstellt.

Obwohl die funktionelle Unterscheidung zwischen Med und B-Med klar ist, kann zum
jetzigen Zeitpunkt nicht gesagt werden, inwieweit das Vorhandensein bzw. das Fehlen
einzelner Untereinheiten die unterschiedliche Aktivitdt verursacht. CRSP70, die B-Med
spezifische Komponente, besitzt in ihrem N-terminalen Bereich Homologiebeziehungen zum
N-Terminus des Elongationsfaktors TFIIS, ein Sequenzabschnitt der wiederum eine
Interaktionsdomine mit RNA-Polymerase II darstellt (Booth et al., 2000). Ein zu CRSP70
orthologes Protein in S. cerevisiae scheint aber nicht zu existieren, wenngleich die basale
Mediatorfunktion zwischen Hefe und Sdugern konserviert ist. Eine andere Mdglichkeit wére,
dafl die Anwesenheit der Proteine CdkS8, Cyclin C, TRAP230, TRAP240 und TRAP95
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die basale Funktion reprimiert. Allerdings gibt es auch dafiir bislang keine experimentellen
Hinweise.

Allgemein stellt sich die Frage nach der zelluldren Funktion der Zustandsform Med, fiir die
bisher keine wirkliche in-vitro-Funktion existiert. Da es so aussicht, als ob (saure)
Aktivierungsdomidnen Med und B-Med rekrutieren konnen (Abb. 30), konnte es auch sein,
dall Med eine spezifische Funktion an Enhancerelementen ausiibt, die in vitro bislang nicht
gemessen werden kann. Med-RNA-Polymerase II-Praparationen konnen gereinigte RNA-
Polymerase Il in einem rekonstituierten in-vitro-Transkriptionssystem (unter Verwendung
superspiralisierter Reporter-DNA) voll ersetzten. Allerdings ist die Funktion der Med-
gebundenen Polymerase in diesem artifiziellen System ATP-abhéngig, ganz im Gegensatz
zum ,core“-Enzym (G. Mittler, unverdffentlicht). Konnte also der Enhancer-gebundene
Med-Komplex die Rolle haben, RNA-Polylmerase I an Gene zu rekrutieren, bevor diese
dann auf den Promotor {ibertragen wird?

Denkbar ist derweil auch eine vollig andere Hypothese, und zwar, da3 die beiden Formen
rasch ineinander umgewandelt werden konnen. Somit konnte ein Teil oder der komplette
Initiationskomplex inklusive Med in der in-vivo-Situation bereits an vielen Genen vorhanden
sein, lange bevor diese transkribiert werden. Dies wiirde ein sehr schnelles Anschalten eines
Gens als Antwort auf ein Signal ermdglichen, wenn dabei nur wenige Untereinheiten des
Mediators ausgetauscht werden miissten. Beispielsweise konnten Repressoren bzw.
Corepressoren die Zustandsform Med begilinstigen, und nach Eintreffen eines ,,positiven
Signals abdissoziieren, wobei sich sogleich die Zustandsform B-Med bildet. Fiir dieses
Modell gibt es bislang keine stichhaltigen Beweise. Chromatin-Immunprézipitations-
Experimente, kurz ChIP genannt (Orlando, 2000), konnten bis dato aber zeigen, daB} in vivo
Mediatorkomponenten und TBP (bzw. TFIID), meist schon vor der Bindung von
RNA-Polymerase II und dem Start der Transkription, an Promotoren gebunden sind (Cosma
et al., 2001; Park et al., 2001b; Soutoglou und Talianidis, 2002). Einen ersten Hinweis darauf,
daBl Mediatorkomplexe an Genen in vivo schrittweise bzw. modulartig aufgebaut werden
konnten, findet man in folgender Publikation (Burakov et al., 2002). Dort wurde dariiber
berichtet, daB der Ostrogenrezeptor-Alpha (ERa) zuerst seinen direkten Bindungspartner
TRAP220 rekrutiert, bevor die Mediatorkomponenten hRgrl und DRIP130 am Promotor
detektiert werden konnen.

Als Fazit 14Bt sich also festhalten, daB Mediator in Zellen moglicherweise eine sehr
dynamische Zusammensetzung aufweist, die dann unter Umstinden auch genspezifisch seine
Funktion diktiert. Dies bedingt gleichzeitig die Annahme eines stabilen ,,Kerns®, der variable
Untereinheiten binden kann (Abschn. 5.5.). Die abstrakte Einteilung in zwei funktionelle
Zustandsformen (Mittler et al., 2001; Taatjes et al., 2002) war in diesem Zusammenhang also
eine solide Basis fiir weiterfiihrende Studien, welche die Aufkldrung genereller Mechanismen

der eigentlichen Funktionsweise von Mediator, die noch vollig unbekannt ist, zum Ziel haben.
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5.4. Die Aktivierungsdomane von VP16

Um die Interaktion von humanen Mediatoren mit der VP16 Aktivierungsdoméine zu
charakterisieren und mit dem anderer bereits bekannter Transkriptionsfaktoren zu
vergleichen, wurde in dieser Arbeit das Bindungsverhalten von GTFs sowie von Cofaktoren
an die Subdoménen H1 und H2 von VP16 im Kontext zelluldrer Extrakte aus HeLa-Kernen
untersucht. Als Spezifititskontrolle kamen dabei Derivate von H1 bzw. H2 als Liganden zum
Einsatz, welche Punktmutationen aufweisen, die das jeweilige Protein in vivo inaktivieren
(Regier et al., 1993). Nimmt man an, da3 im Kernextrakt alle Polypeptide in einem nahezu
physiologischen Verhiltnis zueinander vorliegen, =zeigt das Resultat (Abb. 30)
Wechselwirkungen auf, die in vivo relevant sein konnten. Dabei konnten zum Grofteil
bekannte Interaktionen bestétigt und ihre Bindungsspezifitit bzgl. H1 und H2 geklart werden
(falls nicht schon bekannt). Eine Zusammenfassung aller bestétigter Interaktionen und
Verweise auf daran beteiligte direkte Bindungspartner (falls bekannt) finden sich in der
Legende von Abb. 36.

Neu war dabei im wesentlichen die spezifische Bindung eines TFTC-dhnlichen Komplexes
(Wieczorek et al., 1998), dem humanen Orthologen des S. cerevisiae SAGA-Komplexes
(Grant et al., 1997), an die Subdominen H1 und H2. Uber eine Bindung des mit TFTC
verwandten Komplexes STAGA an VP16 konnte ebenfalls berichtet werden (Martinez et al.,
2001). Wiahrend SAGA in Hefe nur schwach an VP16:H1 bindet (Utley ef al., 1998), ist im
Sdugersystem eine deutliche Bindung eines TFTC-dhnlichen Komplexes an die Subdoméne
H1 zu erkennen (Abb. 30). In der Béackerhefe konnte auch eine direkte Wechselwirkung von
H2 und Tra-1, dem Orthologen von TRRAP, gezeigt werden (Brown et al., 2001), so daf3
davon auszugehen ist, dal auch TRRAP an VP16:H2 bindet (Abb. 36). Somit bleibt offen,
wer der direkte Interaktionspartner in TFTC fiir VP16:H1 ist, oder ob TFTC iiber einen
anderen H1-gebundenen Faktor an diese Subdoméne rekrutiert wird.

Besonders interessant fiir die vorliegende Arbeit war die Analyse des Bindungsverhaltens von
Mediatoruntereinheiten. Mediatoren binden spezifisch an beide Subdominen, wobei weder
die komplette Aktivierungsdomdne von VP16, noch die Subregionen H1 bzw. H2 die beiden
Zustandsformen Med/ARC-L und B-Med/CRSP (Abschn. 5.3.) unterscheiden konnen
(Abb. 30 und Taatjes et al., 2002), was wiederum bedeutet, da3 die direkten Bindungspartner
Komponenten beider Mediatorkomplexe sein miissen. Dies trifft auf TRAP80 zu, das direkt
mit VP16 wechselwirken kann, nicht aber mit VP16:H1 (Gu et al., 1999) und sowohl in Med
als auch in B-Med nachgewiesen werde kann (Mittler et al., 2001). Das Pendant fiir TRAP80
bzgl. H1 ist bisher nicht bekannt. Allerdings sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit
(Abschn. 4.6.2.) fiir eine direkte Interaktion von VP16:H1 mit der neuen humanen
Mediatoruntereinheit p103/VaCID (G. Mittler, unverdffentlicht), auch wenn diese mit

rekombinantem Protein noch bestétigt werden muf3.
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TFTC/ hSAGA
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Abb. 36: Funktionelle Interaktionen der Aktivierungsdoméne des Herpes simplex Transaktivators VP16. Die
Aktivierungsdomine ist in Form ihrer beiden Subdoméinen VP16:H1 (H1) und VP16:H2 (H2) dargestellt. Fiir
die Interaktionen kritische Aminosdurereste in H1 bzw. H2 sind hervorgehoben (F442, F473, F475, F479).
Direkte Wechselwirkungen sind in Form eines Doppelpfeils illustriert, und beruhen auf Daten, die entweder im
Saugersystem oder in der Béckerhefe gewonnen wurden (siehe auch Text). Fiir folgende Faktoren konnte eine
direkte Interaktion gezeigt werden: CBP (lkeda et al., 2002), PC4 (Kretzschmar et al., 1994a), TAF;31
(Goodrich et al., 1993; Uesugi et al., 1997), TBP (Ingles et al., 1991), p62/TFIIH (Xiao et al., 1994), Tra 1
(Hefe-Ortholog von TRRAP, (Brown et al., 2001)) und TRAP80 (Gu et al., 1999). Uber eine Bindung von
TFIF (Rap74) und RNA-Polymerase II an VP16 wurde berichtet (Néar ef al., 1999; Zhu et al., 1994), inwieweit
es sich dabei um direkte Wechselwirkungen handelt mufl noch gezeigt werden. Evidenz fiir eine Bindung von
Mediator an VP16:H1 kommt aus dieser Arbeit (sieche Text).

Dariiber hinaus besteht die Mdglichkeit, da3 die VP16 Aktivierungsdomidne mehr als eine
Untereinheit in humanen Mediatoren kontaktiert, was die Affinitit der Wechselwirkung
enorm verstirken wiirde. Daten aus S. cerevisiae legen den SchluB3 nahe, dal VP16:H1 in
dieser Spezies liber die Bindung des Gall1-Moduls funktioniert, und Galll dabei eines der
Zielmolekiile fiir die Bindung sein konnte (Lee ef al., 1999b). Da VP16:H1 evolutionér
zwischen einzelnen Herpesviren (z.B. Pferde-HSV, Varicella zoster Virus) nicht konserviert
ist (Grapes und O'Hare, 2000), kann es sein, dafl auch die Bindungspartner fiir H1 evolutionér
nicht konserviert sind, was die Interaktion mit pl103/VaCID erkldren wiirde, das kein

homologes Protein in der Bickerhefe besitzt.
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Der Vergleich mit Hefe ist im Falle von VP16:H1 auch schwierig, da diese Doméine in
S. cerevisiae weder in vivo noch in vitro ausreichend charakterisiert ist.

Allgemein ist eine Klédrung der Funktion bzw. das Auffinden der Bindungspartner fiir die
beiden Doméinen VWA und CID von pl03/VaCID mit Sicherheit essentiell fiir das
Verstindnis der Rolle von Mediator im Aktivierungsmechanismus von VP16. Vorldufige
Daten in unserem Labor (G. Mittler, unverdffentlicht) deuten indes darauf hin, dafl eine
transiente Expression der VWA-Doméne einen dominant negativen Effekt auf das
Aktivierungspotential von VP16:H1 in humanen Tumorzellen hat. Da die VWA-Doméne eine
evolutiondr  konservierte  (Eukaryonten, = Archaen, Eubakterien) Protein-Protein-
Interaktionsdoméne zu sein scheint, konnte es sein, dafl sie VP16:H1 oder aber andere
Mediatoruntereinheiten direkt bindet. Manche VWA-Doménen, z.B. die Integrin-I-Doméne in
CR3 bzw. LFA-1, binden ihre Liganden dabei abhidngig von zweiwertigen Kationen, wobei
eine allosterische Umwandlung von einer niedrigaffinen Wechselwirkung (in der
Anwesenheit von Mn®") versus einer hochaffinen Interaktion (bei Anwesenheit von Mg*")
in vitro unterschieden werden kann (Lee et al, 1995a; Lee et al., 1995b). Es sind auch
Liganden-abhingige Konformationséinderungen beschrieben (Bsp.:Integrin CD11b), wobei
der Ligand sehr wahrscheinlich eine autoinhibitorische Interaktion zwischen der VWA-
Doméne und dem C-Terminus von CD11b iiberkommt (Xiong et al., 2000). Es wire deshalb
interessant in Zukunft herauszufinden, ob ein allosterisches Bindungsverhalten auch fiir die
VWA-Domaine von p103/VaCID beobachtet werden kann.

Zusammenfassend 148t sich also feststellen, dall trotz zwanzigjdhriger intensiver Forschung
an der Transaktivierungsdomidne von VP16, die Funktionsweise dieses Modellsystems noch
nicht vollig verstanden ist, und auf die Aufkldrung aller direkten Interaktionen bzw. das
Finden weiterer Bindungspartner warten muf3. Dariiber hinaus muf3 man herausfinden, welche
der Interaktionen in vivo kritisch sind, und inwieweit Synergismen in der Bindung bzw.
Funktion der potentiellen Zielmolekiile vorhanden sind. Aus dem verwendeten biochemischen
Ansatz ist zudem nicht ersichtlich, ob in vivo gleichzeitig mehrere Transkriptionsfaktoren an
VP16 binden konnen oder nicht. Beispielsweise konnte fiir den Ostrogenrezeptor-Alpha
kiirzlich ein sequentielles Bindungsmuster fiir Mediatoren und die Cofaktoren SRC-1 bzw.
ACTR (beide Mitglieder der p160-Familie) beschrieben werden (Burakov et al., 2002). Véllig
unklar ist auch, wie Transkriptionsfaktoren nachdem sie an die VP16-AD gebunden haben,
von dieser wieder abdissoziieren. Gibt es vielleicht posttranslationale Modifikationen, welche
diesen Prozess steuern, wie z.B. im Falle von CBP/p300 und CREB, bei dem eine
Methylierung eines Argininrestes in der KIX-Doméne der Acetyltransferasen zu einer
Inhibition der Bindung an CREB (KID-Domine) fiihrt (Ubersichtsartikel: Gamble und
Freedman, 2002).
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Alternativ konnte natiirlich auch der Ubiquitin-Proteasomen-Weg dabei eine Rolle spielen,
was zu einem direkten proteolytischen Abbau von Cofaktoren fiihren wiirde. In der Tat gibt es
Hinweise dafiir, da die Mediatoruntereinheit hMed8/Arc32 mit Komponenten der
Ubiquitinierungsmaschine komplexiert sein kann, und so eine Ubiquitin-Ligase-Aktivitét an
diesen zentralen Cofaktor rekrutiert (Ejkova und Tansey, 2002). Experimentelle Daten aus der
Béckerhefe zeigen zudem, dafl auch die Proteolyse des Aktivators selbst eine Rolle im
Transaktivierungsmechanismus von VP16 spielen kann (Molinari et al., 1999; Salghetti et al.,
2001).

5.5. Ein evolutionar konservierter stabiler Kern in Mediatoren

In dem nun folgenden Abschnitt soll versucht werden, viele der in den vorangegangenen
Kapiteln isoliert dargestellten experimentellen Befunde bzw. Arbeitshypothesen, auf der
Basis eines grundlegenden Modells zu diskutieren. Dabei sollen, wenn mdglich,
Losungsansétze fiir noch offene Fragen ausgearbeitet werden.

Eine offensichtliche Unklarheit beruht auf der Heterogenitit der humanen Mediatorkomplexe
und dem Postulat zweier unterschiedlicher Zustandsformen, die Med und B-Med genannt
wurden (Abschn. 5.3.). Obwohl zentrale Mediatoreigenschaften, wie die basale
Transkriptionsfunktion und die Wirkung als Coaktivator, zwischen S. cerevisiae und dem
Sdugersystem evolutiondr konserviert sind (Baek et al., 2002), scheint die Heterogenitét des
Hefe-Mediators bei weitem nicht so ausgeprigt zu sein. Man muf3 dabei allerdings bedenken,
dafl es sich bei der Backerhefe im Gegensatz zum Menschen um einen unizelluldren
Organismus handelt, der evolutiondr an seine Umwelt sehr gut adaptiert zu sein scheint, was
sich in einem kompakten Genom mit ca. 6000 Genen, die zudem sehr oft Intron-frei sind,
manifestiert (Dujon, 1996). Die Unterschiede lassen sich wohl am besten durch die Annahme
eines stabilen ,,Mediatorkerns, der alle grundlegenden Funktionen besitzt und vermitteln
kann, erkldaren. Um diesen ,,core*“-Mediator, bestehend aus dem Rgrl- und Srb4-Subkomplex
(Abschn. 1.3.1.) konnte man nun organismus- sowie zelltypspezifische Untereinheiten
anlagern, was eine Maximierung der Regulationsmoglichkeiten zur Folge hitte. Nimmt man
nun das Modell des Hefe-Mediators (Abb. 7) als Ausgangspunkt, und ,,markiert* dort alle
Untereinheiten, die in vivo absolut essentiell sind, so stellt man fest (Analyse mittels PSI- und
PHI-BLAST), da8 die meisten essentiellen Untereinheiten im Menschen beziiglich ihrer
Primérstruktur wenn auch schwach aber doch konserviert sind (Abb. 37; siehe auch
Gustafsson und Samuelsson, 2001). Das Fehlen von humanen Orthologen fiir Rox3, Srb6 und
Medl1l konnte sehr wahrscheinlich daran liegen, daB noch nicht alle humanen

Mediatoruntereinheiten bekannt sind.
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Abb. 37: Ein Kernstiick des Mediators ist von der Béckerhefe bis zum Menschen konserviert. Die strukturelle
Einteilung in ,Kopf, ,,Corpus” und ,Bein“ erfolgte gemdl der Nomenklatur in Taatjes et al., 2002.
Untereinheiten des Hefe-Mediators, die in vivo unter logarithmischen Wachstumsbedingungen essentiell sind,
sind grau gestreift illustriert. Viele dieser in S. cerevisiae essentiellen Untereinheiten sind in ihrer Primérstruktur
auch im humanen System konserviert. Falls die Nomenklatur zwischen Béckerhefe und Homo sapiens
unterschiedlich ist, sind die Bezeichnungen fiir das Hefeprotein in Klammern angegeben. Zudem sind drei der
vier Komponenten des Srb§8-11-Subkomplexes des Hefe-Mediators im Menschen - wenigstens teilweise -
konserviert (TRAP230, Cdk8, Cyclin C). Auch Galll, ein zentraler Bestandteil des Aktivatorbindungsmoduls
im Hefe-Mediator, ist evolutionér konserviert (PAQ).

Im Mediator der afrikanischen Bierhefe S. pombe konnten bislang Orthologe zu allen
essentiellen Komponenten des Mediators der Béckerhefe — bis auf die Med11-Untereinheit —
gefunden werden (Spahr et al., 2001). Dariiber hinaus sind Orthologe zu den konservierten
humanen Proteine auch in den Genomen von D. melanogaster und C. elegans zu finden
(Daten nicht gezeigt). Dies bedeutet, daB moglicherweise Interaktionsoberflichen mit RNA-
Polymerase II und anderen generellen Transkriptionsfaktoren, zumindest teilweise konserviert
sein konnten. Mit Sicherheit ist der strukturelle Aufbau des hypothetischen ,,core“-Mediators

evolutionir konserviert.
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Dafiir spricht unter anderem, daB der humane und der Hefe-Mediator in der EM
Gemeinsamkeiten in der globalen Struktur aufweisen (Dotson et al., 2000).

Nicht nur essentielle Gene von Mediatoruntereinheiten, die fiir das Wachstum von Hefe unter
idealen Bedingungen (logarithmische Vermehrung) bendtigt werden, sind im Menschen
konserviert, sondern auch drei der vier Proteine des Srb8-11-Subkomplexes (Abb. 37),
darunter das Kinase-Cyclin-Paar Cdk8-Cyclin C. In der Bickerhefe ist auch dieses Modul des
Mediators sehr wahrscheinlich essentiell, und zwar dann, wenn die Hefe fiir lingere Zeit
(mehrere Wochen) in der stationdren Phase ,,verharren” mull (Chang et al., 2001; Howard et
al., 2001). Deshalb ist es nicht ungewohnlich, da3 diese wichtige Regulationseinheit auch bei
Sédugern hochkonserviert ist. Bemerkenswerterweise scheint Cdk8-Cyclin C auch in humanen
Zellen, das Zellwachstum iiber eine Phosphorylierung der TFIIH-Untereinheit Cyclin H zu
kontrollieren (Akoulitchev et al, 2000). In Anbetracht der Tatsache, dal TRAP230 und
TRAP240 bei einer Immunprézipitation (IP) mit einem o-Cdk8-Antikdrper coprézipitieren,
nicht aber bei einer IP mit einem a-CRSP70-Antikdrper (Taatjes et al., 2002), spricht viel fiir
die Annahme, dal Cdk8, Cyclin C, TRAP230 und TRAP240 im humanen Mediator ein
Submodul bilden, dhnlich dem Srb8-11-Subkomplex im Mediator der Bickerhefe (auch wenn
keine Sequenzhomologie zwischen Srb9 und TRAP240 besteht).

Wihrend der Mediator der Spalthefe S. pombe kein Galll-homologes Protein besitzt, ist
dieser zentrale Bestandteil des Aktivatorbindungsmoduls des S. cerevisiae Mediators in
hoéheren Organismen, wie Sdugern (PAQ) und der Taufliege (dAARC105) konserviert (Abb. 22
und Park et al., 2001a). Auch im Genom der beiden hoheren Pilze Candida albicans und
Kluyveromyces lactis findet man jeweils ein zu Galll homologes Protein (Daten nicht
gezeigt), ganz in Ubereinstimmung mit der Tatsache, daB hohere Pilze im Vergleich zur
Béckerhefe zweimal so viele Proteine besitzen, die ortholog zu menschlichen Proteinen sind
(Zeng et al., 2001).

Wo befindet sich nun aber der Teil des Mediators, der die basale Transkriptionsfunktion
vermittelt? Man kann davon ausgehen, dal diese Funktion sehr wahrscheinlich im
,,core“~-Mediator zu finden sein mufl. Tatsédchlich lassen sich aus Zellen der Béackerhefe zwei
Formen von Mediatorkomplexen biochemisch isolieren. Eine mit RNA-Polymerase II
assoziierte Form, die alle bekannten Untereinheiten inklusive des Srb8-11-Moduls enthilt
(Pol II-Med genannt), und eine Polymerase-freie Form (Med-c genannt), die aus dem
Srb4-Subkomplex und den Komponenten des Rgrl1-Subkomplexes, jedoch ohne Rgrl, besteht
(Liu et al., 2001d). Die beiden Komplexe wurden bisher leider nicht hinsichtlich der basalen
Mediatorfunktion untersucht. Pol [I-Med ist allerdings in einem VP16-aktivierten in-vitro-
Transkriptionssystem wesentlich aktiver als Med-c, was am Fehlen des Galll-Moduls in

Med-c liegen mag.
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Bei den Versuchen Subkomplexe des Hefe-Mediators aus rekombinanten Proteinen zu
rekonstituieren, konnte indes eindeutig gezeigt werden, dall der Srb4-Subkomplex alleine die
essentielle basale Aktivitdit des Mediators ersetzen kann (Kang er al, 2001). Der
Srb4-Subkomplex ist dabei aber nicht in der Lage die Phosphorylierung der CTD von
RNA-Polymerase I durch TFIIH zu stimulieren, eine Mediatoreigenschaft die zudem
speziesspezifisch zu sein scheint, da der Mediator aus S. pombe nicht in Kombination mit
TFIIH und der CTD von S. cerevisiae (das selbe gilt auch umgekehrt) funktionell aktiv ist
(Spahr et al., 2000).

Es wird daher in Zukunft kritisch sein, &hnliche Experimente im humanen System
durchzufiihren, um die verschiedenen Mediatorfunktionen im molekularen Detail verstehen
zu konnen. Auf diese Weise sollte man dann auch in der Lage sein die funktionellen
Unterschiede zwischen Med und B-Med eindeutig strukturellen Unterschieden zuzuordnen.
Die kiirzlich gemachte Entdeckung, dal humane Mediatoren in Abhéngigkeit verschiedener
Aktivierungsdomiinen in unterschiedlichen Konformeren vorliegen kénnen (Ubersichtsartikel:
Meisterernst, 2002), macht zudem deutlich, daB auch allosterische Effekte von grofer
Bedeutung sein konnen. Moglicherweise haben hohere Organismen die Fahigkeit entwickelt,
verschiedene Zustandsformen von Mediator durch die Bindung fakultativ assoziierter
Proteine zu stabilisieren. Kandidaten dafiir sind alle Untereinheiten, die man nur in den
Genomen von Drosophila sowie Sdugern und anderen Vertebraten, nicht aber in C. elegans
finden kann (VaCID, CRSP70, TRAP100, TRAP25, CRSP34/TRAP37, TRAP95 und
DRIP92). Betrachtet man den Mediator als zentralen Schalter der Regulation von Klasse II-
Genen, der dhnlich der CPU (,.central processing unit“) eines Computers eine Vielzahl
nahezu gleichzeitig eintreffender verschiedener Signale integrieren muf}, ergibt sich aus der

Annahme allosterischer Effekte eine Vervielfachung der potentiell moglichen Schaltzustinde.



6. Zusammenfassung

Die Transkription von proteincodierenden Genen wird in Eukaryonten durch RNA-
Polymerase I und die generellen Transkriptionsfaktoren (GTFs) unter Ausbildung eines
2 MDa groflen Proteinkomplexes (Préinitiationskomplex) an den Promotoren von Klasse II-
Genen vermittelt. Eine Regulation der Aktivitit dieser Transkriptionsmaschine (basale
Maschine) erfolgt durch Aktivator- und Repressorproteine, die meist sequenzspezifisch an
regulatorische DNA-Sequenzen von Klasse [I-Gene binden. Arbeiten von Meisterernst und
Roeder (1991) im humanen System sowie Flanagan und Kornberg (1991) in S. cerevisiae
konnten eindeutig belegen, daf fiir die Funktion von Aktivatoren nicht nur die Interaktion
derselben mit der basalen Maschine, sondern auch die Wechselwirkung mit akzessorischen
Proteinen, den sogenannten Cofaktoren, essentiell ist. Diese fungieren als eine Art
Transmitter fiir regulatorische Signale, welche in letzter Konsequenz den Aufbau des
Préinitiationskomplexes stimulieren bzw. die Aktivitdit der basalen Maschine positiv
beeinflussen. Sowohl die funktionelle Charakterisierung als auch das Auffinden dieser
Cofaktoren 148t sich in einem zellfreien in-vitro-Transkriptionssystem unter Verwendung von
Modellgenen und Modellaktivatoren bewerkstelligen. Dies fiihrte zu Beginn der neunziger
Jahre zur Entdeckung der USA (,,Upstream factor stimulatory activity*)-Fraktion in Sdugern
und der biochemischen Reinigung eines Multiproteinkomplexes in Hefe, der Mediator
genannt wurde. Die USA-Fraktion selbst enthdlt eine Reihe von positiven und negativen
Cofaktoren (PCs und NCs), von denen einige in unserem Labor gereinigt und kloniert werden
konnten. Ausgehend von USA wurde PC2 als eine chromatographische Fraktion beschrieben,
welche in einem gereinigten, rekonstituierten in-vitro-Transkriptionssystem (bestehend aus
den GTFs und RNA-Polymerase II) sowohl die basale als auch die durch Aktivatoren
regulierte Transkriptionsaktivitét stimuliert.

Ziel dieser Arbeit war es solche Polypeptide zu identifizieren, die mit der PC2-Aktivitit
funktionell korreliert und assoziiert sind. Aulerdem sollte die systematische Untersuchung
von Interaktionspartnern des Transaktivators VP16 aus dem Herpes simplex Virus zu einem
besseren Verstindnis der Funktionsweise von Aktivierungsdoménen beitragen.

Mit Hilfe von biochemischen Affinititssystemen, die auf der Verwendung der Aktivierungs-
domdne von VP16 als Ligand bzw. dem Einsatz eines sogenannten motivspezifischen
Antikorpers (anti-Polyglutamin) basierten, konnte ein neues Protein — PAQ (PC2-assoziiertes
Q-reiches Protein) — identifiziert, gereinigt, und seine cDNA kloniert werden. Die Herstellung
von monoklonalen Antikérpern gegen PAQ erlaubte die immunchemische Untersuchung
dieses Faktors, der — mit Ausnahme der Nucleoli, den Orten der Biogenese von Ribosomen —
ubiquitir 1m  Zellkern lokalisiert ist.  Immunaffinitdtschromatographie- sowie
Gelfiltrationsexperimente konnten eindeutig belegen, dal PAQ als konstitutiver Teil eines
Multiproteinkomplexes vorliegt, dessen Untereinheiten zum Teil homolog zu Komponenten

des bereits erwdhnten Mediatorkomplexes der Bickerhefe sind. Dariiber hinaus war es
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moglich mittels Bioinformatikanalysen PAQ als menschliches Ortholog des Mediatorproteins
Galllp aus S. cerevisiae zu identifizieren. Damit konnte erstmals gezeigt werden, dall neben
den bereits bekannten Cofaktoren, auch ein humaner Mediatorkomplex Teil von USA und
PC2 ist.

Neben dem in seiner Zusammensetzung genau definierten gereinigten in-vitro-
Transkriptionssystem bieten Kernextrakte aus humanen Tumorzellinien die Maoglichkeit,
Cofaktoren im Kontext aller anderen nukledren Proteine in vitro zu untersuchen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde daher eine Art ,,biochemisches Knockout-Verfahren® etabliert, bei dem
durch den FEinsatz eines monoklonalen anti-PAQ-Antikorpers humane Mediatorkomplexe
nahezu quantitativ aus Kernextrakten depletiert werden konnten. Damit konnte zum ersten
Mal die Funktionsweise von PC2-Fraktionen und damit humanen Mediatoren im
Zusammenspiel mit allen anderen Kernproteinen untersucht werden. Dies fiihrte schlieBlich
zu dem {iiberraschenden Ergebnis, daB Mediator in diesem der physiologischen Situation
nidher kommenden Testsystem nicht nur eine Rolle als Coaktivator, sondern auch als
essentieller basaler Transkriptionsfaktor — dhnlich den bereits bekannten GTFs — fiir die
RNA-Polymerase II-Transkription spielt, denn die Depletion von PAQ-Mediator hatte ein fast
vollstindiges Abschalten der Transkription von Klasse [I-Genen zur Folge. Weitere
Untersuchungen deuteten auf eine extreme Heterogenitét in der Zusammensetzung humaner
Mediatoren hin, weshalb im weiteren Verlauf geklart werden sollte, ob alle oder nur ein
spezifischer Mediatorkomplex als essentieller basaler Faktor im Kernextraktsystem seine
Wirkung entfaltet. In der Tat waren nur PC2-Fraktionen und ein ganz bestimmter humaner
Mediatorkomplex (B-Med), der aus USA bzw. der PC2-Fraktion iiber eine Kombination von
klassischer ~ Sdulenchromatographie und Immunaffinitdtschromatographie (anti-PAQ-
Antikorper) gereinigt werden konnte, in der Lage die basale Transkriptionsfunktion zu
vermitteln. B-Med unterschied sich nicht nur funktionell sondern auch strukturell von einer
zweiten Zustandsform des humanen Mediators (Med genannt), die im Gegensatz zu USA
nicht in der Hochsalzfraktion (0.85 M KCI) einer Phosphocellulose-Séule eluiert, sondern
ausgehend von der 0.5 M KCI-Fraktion isoliert werden konnte. Med zeichnet sich dabei
insbesondere durch das Vorhandensein eines 95 kDa-Proteins aus, das in B-Med fehlt,
wiahrend im Gegenzug B-Med exklusiv ein 70 kDa-Protein als Untereinheit besitzt. Diese
Ergebnisse lassen den SchluB} zu, daBl in Sdugerzellen auBler den bekannten GTFs zusitzlich
B-Med als genereller Transkriptionsfaktor fiir die RNA-Polymerase II fungiert.

Aufgrund der Reinigungsdaten von PAQ (siche oben) war bereits gezeigt, dal die VP16-
Aktivierungsdoméne (VP16-AD) mit humanen Mediatoren interagieren kann. Strukturell und
funktionell 146t sich die VP16-AD in die zwischen den einzelnen Herpesviren evolutionir
konservierte Subdomine H2 und die Herpes simplex-spezifische Subregion H1 unterteilen.
Deshalb sollte unter anderem das Bindungsverhalten von humanen Mediatorkomplexen an H1

und H2 untersucht werden.
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Die in-vitro-Bindungsstudien konnten eindeutig belegen, daBl sowohl HI1 als auch H2
spezifisch humane Mediatoren rekrutieren, beide Subdoménen allerdings nicht zwischen den
beiden Zustandsformen B-Med und Med unterscheiden konnen. Als Spezifititskontrolle
kamen bei diesem Verfahren H1- bzw. H2-Derivate (HIMt, H2Mt) zum Einsatz, die
Punktmutationen aufweisen, welche die Funktion der beiden Aktivierungsdomédnen in
Saugerzellen ausschalten. Bestitigt werden konnten dabei die bereits bekannten Interaktionen
von GTFs mit HI und H2 (TFID, TFIIH, TFIIF) sowie der kompletten VP16-AD (TFIIB).
Auch die spezifische Bindung der Histonacetyltransferasen CBP und p300 an die Subdoméne
H2, die vor kurzem von unserer Arbeitsgruppe publiziert wurde, konnte reproduziert werden.
Darliber hinaus konnte zum ersten Mal ein spezifisches Bindungsverhalten des
Cofaktorkomplexes TFTC (,,IBP-free TAF containing complex) an beide Subdoméinen der
VP16-AD demonstriert werden. Die funktionelle Relevanz dieser Beobachtung wurde in vitro
und in vivo bestétigt.

Wihrend das komplette Wirkungsspektrum der Subdoméne H2 nur in einem in-vitro-System
mit in Chromatin verpackten Reportergenen in Abhédngigkeit von CBP/p300 und Acetyl-CoA
gemessen werden kann, ist Hl im Kernextraktsystem mit ,,nackter DNA vollstindig aktiv.
Das Kontrollprotein HIMt hingegen weist keinerlei Funktion auf. Da die H1-Funktion mit
Fraktionen, welche die bereits evaluierten Interaktoren enthalten, in vitro nicht rekonstituiert
werden konnte, sollte der Versuch unternommen werden, weitere noch unbekannte Proteine,
die direkt mit HI interagieren, biochemisch zu identifizieren. Dabei gelang die Reinigung und
Klonierung eines neuen Polypeptids mit einem apparenten Molekulargewicht von 103 kDa.
Das Protein enthélt an seinem N-Terminus eine Protein-Protein-Interaktionsdoméne (Von-
Willebrand-Faktor A-Domine: VWA), die man auch bei Proteinen der Blutgerinnungs-
kaskade und des Komplementsystems, sowie bei Integrinen finden kann. Ein weiteres
Charakteristikum ist das Auftreten einer bislang nicht beschriebenen aber in hoheren Tieren
evolutiondr konservierten Doméne, die mit CID (,,conserved interesting domain‘) bezeichnet
wurde. Deshalb bekam das Protein den vorlaufigen Namen VaClID (,,VP16-associated protein
with conserved interesting domain). Eine abschlieende Funktionsanalyse fiir VaCID konnte
im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden. Allerdings spricht die
Tatsache, daB8 VaCID als eine substochiometrische Komponente von Mediatoren in
Kernextrakten humaner Tumorzellinien auftritt, fiir eine wichtige Rolle des Proteins im

Aktivierungsweg von H1, da es die Interaktion zwischen Mediatoren und H1 erst ermoglicht.

Somit konnten in dieser Arbeit zwei neue Komponenten humaner Mediatorkomplexe
beschrieben werden: PAQ, das Orthologe zu Galllp (Hefe-Mediator) als konstitutive
Untereinheit, sowie VaCID als fakultative evolutiondr nicht konservierte Komponente,

welche die Bindung von Mediatoren an die Subdomine H1 der VP16-AD vermitteln kann.
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8. Anhang

8.1. TAF-enthaltende Komplexe: die TFIID- und SAGA-Familie

Komplexe mit TBP ohne TBP
yTFIID hTFIID YSAGA hTFTC hPCAF hSTAGA
HAT, Bromodoméne yTAF145 (130) hTAF;;250 - - - -
TSM1 hTAF;150 - hTAF150 ND ND
HFD yTAF48 hTAF;135 - hTAF135 - -
WD40 repeats” yTAF;90 hTAF;100 yTAF;90  hTAF;100 - -
HFD (H4) yTAF;60 hTAF;80(70) | yTAF;60  hTAF80 - -
yTAF67 hTAF;55 - hTAF;55? ND ND
HFD yTAF ;165 T;‘;EZ;:E‘?B/ - T;;‘EZ(E‘;B/ ND ND
HFD yTAF 47 hTAF;;140/BIP2 - ND ND ND
HFD (H3) yTAF;17 (20) hTAF;31(32) | yTAF;17  hTAF;31 hTAF;31 hTAF;31
HFD yTAF;25 hTAF;30 yTAF;25 hTAF;30  hTAF30  hTAF30
HFD yTAF40 hTAF28 - - ND ND
HFD yTAF;68 (61) hTAF;20(15) | yTAF;68 hTAF;20  hTAF;20  hTAF;20
HFD (H4) yTAF;19(FUNS81) hTAF;18 - - ND -
yTBP hTBP - - - -
HAT, Bromodoméne yGCNS5 hGCN5-L PCAF hGCN5-L
HFD yADA1 ND ND hADA1
yADA2 - hADA2 ND
yADA3 hADA3 hADA3 hADA3
HFD ySPT3 hSPT3 hSPT3 hSPT3
HFD, Bromodoméne ySPT7 hSPT7-like ND hSPT7-like
ySPT8 ND ND ND
ySPT20 ND ND ND
ND PAF65a PAF65a PAF65a
WD40 repeats” ND PAF65p3 PAF65p PAF65p
yTral TRRAP TRRAP TRRAP
B-Propeller-Struktur ND SAP130 SAP130 SAP130
KIA0017 KIA0017 KIA0017
yMed4*
ySing*
hMed6*
hMed7*

Tab. 9: Die TFIID- und SAGA-Familie TAFj-enthaltender Komplexe. Die jeweiligen Hefe(y)- bzw.

humanen(h) Untereinheiten

sind angegeben,

wenn bekannt.

HFD (“histone fold domain™);,

HAT

(Histonacetyltransferase); ND (nicht getestet); * nicht publiziert; die Information iiber SAGA kommt von
P. Grant (University of Virginia Medical School, Charlottesville, VA), iiber TFTC von L. Tora (IGBMC,

Ilkirch/Strasbourg).
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8.2. Mediatorkomplexe

8.2.1. Der Hefe-Mediator:

Funktion und Homologiebeziehungen der

Untereinheiten
Untereinheit der Humane Essentielles Gen | Subkomplex/Modul Funktion
Biéckerhefe Untereinheit
Regrl CRSP150, ARC150, ja Rgr1-Subkomplex | Geriist, positiv und
DRIP150, negativ (Glucose-
TRAP170 Repression, z.B.,
von SUC2), Tuplp-
Zielmolekiil
Med4 TRAP36, ja Rgr1-Subkomplex; negativ
DRIP36, Med9 Modul
ARC36
Med7 CRSP33, hMed7, ja Rgr1-Subcomplex; Gertist
ARC34, DRIP34 Med10-Modul
Srb7 hSrb7 ja Rgr1-Subkomplex; | Tuplp-Zielmolekil;
Med10-Modul Geriist; wird fur die
Transkription von
ca. 30% aller
Hefegene benotigt
Med10/Nut2 hMed10, hNut2 ja Rgr1-Subkomplex; positiv
Med10-Modul
Med6 DRIP33, ARC33, ja Srb4-Subkomplex positiv;
hMed6 essentiell fiir
Aktivierung; wird
fiir die Transkription
von ca. 10% aller
Hefegene bendtigt
Srb4 TRAPS80, DRIP77, ja Srb4-Subkomplex positiv;
ARC77, CRSP77, Gal4p-Interaktion;
wird fiir die
Transkription von
iiber 90% aller
Hefegene benotigt
Med8 ARC32 ja Srb4-Subkomplex | DNA-bindend (UAS
& DRS);
HForkhead”-DNA-
Bindungsdoméne;
Verbindung zum
Ubiquitin-Signalweg
Rox3 m ja Srb4-Subkomplex | RNA-Polymerase II-
Interaktion?
Regulation der
Stressantwort
Medl11 77? ja Srb4-Subkomplex positiv
Srb6 77? ja Srb4-Subkomplex positiv
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Untereinheit der Humane Essentielles Gen | Subkomplex/Modul Funktion
Bickerhefe Untereinheit
Galll PAQ nein Rgrl-Subkomplex; | {iberwiegend positiv
Gall1-Modul; aber auch negativ
PAF-Komplex TFIIE-Interaktion
Med3/Hrs1/Pgd3 77? nein Rgrl-Subkomplex; | positiv und negativ,
Gall1-Modul Gal4p-Bindung;
Gendp-Bindung;
Tuplp-Zielmolekiil;
Suppressor von
temperatursensitiver
Mutante in
mitochondrialer
RNA-Polymerase
Med2 77? nein Rgr1-Subkomplex; | noétig fiir Funktion
Galll-modul von Aktivatoren
Sin4 77? nein Rgr1-Subkomplex; positiv & negativ,
Gall1-Modul potenticlle SAGA-
Untereinheit
Med9/Cse2 77? nein Rgrl-Subkomplex; negativ;
Med9-Modul bLeuZIP-Domine
Medl 77? nein Rgr1-Subkomplex; positiv; negativ
Med9-Modul reguliert von
Srb10/11
Srb10 Cdk8 nein Srb8-11-Komplex | iiberwiegend negativ
aber auch positiv
Srbl11 Cyclin C nein Srb8-11-Komplex | liberwiegend negativ
aber auch positiv
Srb8 TRAP230 nein Srb8-11-Komplex negativ
Srb9 77? nein Srb8-11-Komplex negativ
Srb2 777 nein Srb4-Subkomplex | positiv; wichtig fiir
Stabilitét des
Mediators und PIC-
Bildung (in vitro)
Srb5 77? nein Srb4-Subkomplex positiv;

wichtig fiir Initiation
und Stabilitét des
Mediators (in vitro)
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Untereinheit der Humane Essentielles Gen | Subkomplex/Modul Funktion
Biickerhefe Untereinheit
Nutl nein Srb8-11-Komplex? | negative Regulation
des HO-Gens; HAT-
Aktivitdt
Bdfl p96/Ring3-dhnliche nein ? Kinase; homolog zur
Kinase (Maus- Kinasefunktion von
Mediator) humanem TAF;;250
Sohl hSohl nein ? Suppressor von
(TRAP/SMCC) hprilAl (Hyper-
rekombinations-
phénotyp)

Tab. 10: Funktion der Untereinheiten des Mediatorkomplexes aus S. cerevisiae und Homologiebeziehungen zu
humanen Mediatoren. Die Charakterisierung als essentielles bzw. nicht-essentielles Gen beruht auf genetischen
Daten, die unter idealen vegetativen Wachstumsbedingungen in der Logphase der Béckerhefe gewonnen
wurden. Orthologe bzw. homologe Proteine aus dem Menschen oder der Maus sind aufgefiihrt, wenn bekannt.
Die (potentiellen) Funktionen wurden aufgrund molekulargenetischer Untersuchungen postuliert.

8.2.2. Der Mediator der Taufliege: Zugriffsnummern fiir die NCBI-
Datenbank

dARC105/PCQAP (CG4184); dTRAP26/TRFP (CG18267), dARC32/MEDS (CG13867);
dTRAP95 (CG5465); dDRIP130/SUR-2 (CG3695); dRGRI (CG12031); dTRAP36/MED4
(CG8609); dTRAP100 (CG7999); dCDK8 (CG10572); dMEDIO/NUT2 (CG5057);
dTRAP230/SRBS  (CG8491); pap/dTRAP240 (CG9936); dTRAP220 (CG7162);
dTRAP18/SOH! (CG1057); dTRAP37/CRSP34 (CG1245); dMED6 (CG9473); dMED7
(CG6529); dCYC C/SRBI1 (CG7281); dTRAP80/SRB4 (CG7957); dARC42 (CG4703);
dARC92/VaCID (CG12254); dARC70 (CG1793); dCRSP70 (CG8117); dSRB7 (CG17397);
dDRIP97 (CG12254), p28b (T12679).
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8.3. Mediator und Signaltransduktion

8.3.1. Der Ras-Signalweg und Mediator

A B

Ankerzelle . Lin3 (EGF)
() P— Lin15

Let23 (EGF-Rezeptor)

Lin3 Rezeptor-Tyrosinkinase
(EGF)
ventral P Vulva- Let23eSem5 —— > Let60 (Ras)
Pon Vorlaufer-
DE———R Zellen

Vulva |

Let23+ Sem5e¢Let60 (Ras)

« Lopsp [

[Hyp7e—( P3p [ Pep |

c Y Lin45 (Raf)
TLin15
Hypodermis Sur-1 (MAPKinase)

l Lin12 (Notch)

[ Vulva-Entwicklung |

Abb. 38: Die Ausbildung der Vulva bei C. elegans wird {iber den Ras-Signalweg gesteuert. (A) Ankerzellen aus
den sich entwickelnden Gonaden sezernieren Lin3 (,.epidermal growth factor®), in Folge dessen sich die ventral
gelegenen Zellen P6.p, P5.p und P7.p zur Vulva entwickeln. Ein inhibitorisches Signal der Hypodermis (Linl5:
Let23-Antagonist) steuert die Entwicklung der 3°-Zellen zum hypodermalen Syncytium 7 (Hyp7). Bei
konstitutivem Ras entwickeln sich auch die 3°-Zellen zur Vulva (Multivulvaphénotyp). Bei einer fehlenden Ras-
Signalkaskade wird keine Vulva gebildet. (B) Sur-1 steuert die Vulvaentwicklung, direkt {iber Phosphorylierung
des ,,HNF3/Forkhead-helix-wing-helix“-Transkriptionsfaktors Lin31, was zur Dissoziation des inhibitorischen
Faktors Linl (Ets-Familie) fiihrt. Genetische Interaktionen zeigen, dal Sur-2 stromabwérts von Sur-1 liegt, und
direkt bzw. iiber Lin12 (Notch) an der Vulvaentwicklung beteiligt ist. Zusitzlich wird das Protein Lin25 fiir die
korrekte Entwicklung benétigt. Weitere genetische Interaktionen weisen dem CeNURD-Komplex (Abschn. 1.4.)
eine potentiell inhibitorische Rolle bei der Vulvaentwicklung zu (Solari und Ahringer, 2000).
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8.3.2. Der Wng/Wnt-Signalweg und Mediator

No

PLin1 7 (frizzeled receptor)

Lin44 Egl20

Zellmembran

1
1
1
i
\d

Bar-1
(p-Catenin)

Zellkern

‘lllllllllllllll shpnnnnrnnr R R

Bar-1 _
(B-C:;enin) «

Intron-Enhancer

(groucho)

Abb. 39: Die Regulation des PAL-1-Gens in C. elegans wird linienspezifisch reguliert. Der Homdodoméne-
Transkriptionsfaktor Pal-1 (caudal-Ortholog) steuert {iber eine Regulation des Hox-Gens MAB-5 (antennapedia-
Paralog), welches seinerseits stromaufwérts vom Hox-Gen EGL-5 (abdominal B-Paralog) und LIN32 (bHLH-
Protein, atonal-Paralog) liegt, die Entwicklung von ménnlichen ,rays“ aus postembryonalen Ectodermzellen
(V6-Paar). Ein Ausfall der Pal (posterior alae)-Funktion nur in diesen Zellen — das Gen ist fiir die
Embryonalentwicklung essentiell - fiihrt zur Bildung von ,alae* anstatt ,rays im Fadenwurm. Der Intron-
Enhancer ist fiir die Expression von PAL-1 in postembryonalen Ectodermzellen essentiell. Ein Funktionsverlust
des Enhancers kann durch Mutationen, welche eine Mutation der C-terminalen glutaminreichen (Q) Doméne von
Sop-1/CeTrap230 bewirken, suppremiert werden, da nun ein alternativer Weg PAL-1 anzuschalten, die
Wnt/Wng-Signalkaskade, benutzt wird. Genetische Interaktionen zeigen, dal Unc37 (Groucho-Ortholog) und
Sop-3 (Homologe bis dato unbekannt) negative Faktoren fiir die PAL-1-Regulation sind. Weitere genetische
Daten demonstrieren, dafl die positive Wirkung von Bar-1/Cef-Catenin abhéngig von der CeMed6-Funktion ist,
was bedeutet, daB Mediator PAL-1 sowohl positiv als auch negativ regulieren kann.
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8.4. Migration von Neuralleistenzellen im humanen Embryo

Meural crest ablation S Al
Alloration of Hox code N ana
i it M Hindbrain (carotid arary

abnormaliies)

relinods A1 AAM

(1AA)

Bih AAA
{PA)

Detective
neural crasl
Migratcn

151 brachial arch
(lacal dysmarphism)

Truncus
b arlenosis
(PTaA)

Thyroid diveriiculum
{Frypottyerendism)

i

Parathyroids”
thymus
||'|:f'|:l .|N-|'.-|.I|I,,l|u|d|5r1|
mmunodaticiency)

Descending
aora

Abb. 40: Die Migration von Neuralleistenzellen ist am Aufbau derjenigen Strukturen beteiligt, welche beim
DiGeorge-Syndrom betroffen sind (Nach (Scambler, 2000)). Das Schema zeigt einen humanen Embryo vier bis
sechs Wochen nach der Einnistung in die Plazenta. AAA: ,,arch arteries”, PDA: , persistent ductus arteriosus™,
IAA: ,interrupted aortic arch*, k/o: ,knock-out. Die Wanderung der Zellen ist durch schwarze Pfeile illustriert,

und geht vom Hinterhirn (,,hindbrain®) aus.
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8.5. Colokalisation von PAQ und TRAP220

PAQ

Abb. 41: Immunfluoreszenzuntersuchung der Colokalisation von PAQ und TRAP220 mittels konfokaler
Lasermikroskopie (G. Stelzer). Der Antikdrper gegen TRAP220 war ein kommerziell erhiltlicher polyklonaler
Kaninchen-Antikorper (Abschn. 2.12.). Zum Nachweis von PAQ wurde der Monoklon 6C9 eingesetzt. Die
Detektion erfolgte durch einen sekunddren FITC-markierten anti-Kaninchen-Antikérper bzw. einen Cy3-
konjugierten anti-Ratte-Antikorper.
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8.6. Der PC2-Komplex nach Malik ez al.

Folgende Untereinheiten konnten nachgewiesen werden:
TRAP220 (+/-)
hRgrl
p150a (DRIP130 ?)
TRAP100(+/-)
TRAP9S
TRAP80
p78 (CRSP70?)
TRAP37/CRSP34: AF230382 (NCBI Genbank Zufgriffsnummer)
TRAP36/28b (+/-): AF230381
hMed6 (+/-)
hMed7
hTRFP
TRAP25: AAL89787 (NCBI Genbank Zugriffsnummer)
p22 (unbekannt)
hSrb7
hSohl
hMed10/hNut2
p12 (unbekannt)

Einige Untereinheiten sind als variable Komponenten (+/-) zu betrachten. Eine Evidenz fiir
das Vorliegen von DRIP130 und CRSP70 beruht nur auf dem Migrationsverhalten in der
SDS-PAGE. Referenzen finden sich in (Baek et al., 2002; Malik et al., 2000; Malik und
Roeder, 2000).
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8.7. Aminosaure- und cDNA-Sequenz von p103/VaCID

10 19 28 37 46 55
5' G GCT GCG GCT GCA GTG GTG GTG GCG GGT ACC GCA CGG GGT ATG GTC CCC GGG TCC

64 73 82 91 100 109
GAG GGC CCG GCC CGC GCC GGG AGC GTG GTG GCC GAC GTG GTG TTT GTG ATT GAG

118 127 136 145 154 163
GGT ACG GCC AAC CTG GGA CCC TAC TTC GAG GGG CTC CGC AAG CAC TAC CTG CTC

172 181 190 199 208 217
CCG GCC ATC GAG TAT TTT AAT GGT GGT CCT CCT GCT GAG ACG GAC TTC GGG GGA

226 235 244 253 262 271
GAC TAT GGG GGG ACC CAG TAC AGC CTC GTG GTG TTC AAC ACA GTG GAC TGC GCT

280 289 298 307 316 325
CCC GAG TCC TAC GTA CAA TGT CAC GCT CCC ACC AGC AGC GCC TAT GAG TTT GTC

334 343 352 361 370 379
ACC TGG CTC GAT GGC ATT AAG TTC ATG GGC GGG GGT GGT GAG AGC TGC AGC CTC

388 397 406 415 424 433
ATC GCG GAA GGA CTC AGC ACA GCC TTG CAG CTG TTT GAT GAC TTC AAG AAG ATG

442 451 460 469 478 487
CGC GAG CAG ATT GGC CAG ACG CAC CGG GTC TGC CTC CTC ATC TGC AAC TCA CCC

496 505 514 523 532 541
CCA TAC TTG TTG CCT GCT GTT GAG AGC ACC ACG TAC TCT GGA TGC ACA ACT GAG

550 559 568 577 586 595
AAT CTT GTG CAG CAG ATT GGG GAG CGG GGG ATC CAC TTC TCC ATT GTG TCT CCC

604 613 622 631 640 649
CGG AAG CTG CCT GCG CTT CGG CTT CTG TTT GAG AAG GCA GCC CCC CCG GCC TTG

658 667 676 685 694 703
CTG GAG CCG CTG CAG CCT CCG ACA GAT GTG AGC CAG GAC CCG AGG CAC ATG GTG
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712 721 730 739 748 757

CTG GTT CGG GGA CTC GTG CTG CCT GTT GGG GGT GGC TCA GCC CTA GGC CCC CTC
L v R G L v L P v G G G S A L G P L
766 775 784 793 802 811

CAG TCA AAG CAG CCA GTC CCC CTG CCT CCC GCC GCA CCC TCA GGT GCC ACT CTC
Q S K Q P v P L P P A A P S G A T L
820 829 838 847 856 865

TCA GCA GCC CCC CAG CAG CCT CTG CCC CCC GTC CCC CCG CAG TAC CAG GTT CCC
S A A P Q Q P L P P v P P Q Y Q v P
874 883 892 901 910 919

GGG AAC CTG AGT GCA GCT CAG GTG GCC GCG CAG AAT GCA GTG GAG GCT GCC AAG
G N L S A A Q v A A Q N A v E A A K
928 937 946 955 964 973

AAC CAG AAG GCT GGG CTG GGC CCT CGC TTC TCG CCC ATC ACC CCT CTC CAA CAA
N Q K A G L G P R F S P I T P L Q Q
982 991 1000 1009 1018 1027

GCT GCT CCC GGA GTG GGT CCC CCC TTC AGC CAG GCC CCA GCT CCC CAA CTA CcCC
A A P G v G P P F S Q A P A P Q L P
1036 1045 1054 1063 1072 1081

CCA GGA CCC CCT GGC GCC CCC AAG CCA CCA CCT GCT TCC CAG CCC AGT CTG GTC
P G P P G A P K P P P A S Q P S L v
1090 1099 1108 1117 1126 1135

TCC ACT GTG GCC CCT GGC TCC GGC CTG GCT CCC ACG GCA CAG CCC GGG GCA CCG
S T v A P G S G L A P T A Q P G A P
1144 1153 1162 1171 1180 1189

TCC ATG GCA GGC ACT GTG GCC CCA GGA GGG GTG AGC GGC CCT TCC CCA GCC CAG
S M A G T v A P G G v S G P S P A Q
1198 1207 1216 1225 1234 1243

CTG GGA GCC CCA GCC CTC GGT GGG CAG CAG TCA GTC TCC AAT AAG CTT CTG GCC
L G A P A L G G Q Q S v S N K L L A
1252 1261 1270 1279 1288 1297

TGG AGC GGG GTC CTG GAG TGG CAA GAG AAA CCC AAA CCT GCC TCA GTG GAT GCC
W S G \4 L E W Q E K P K P A S \4 D A
1306 1315 1324 1333 1342 1351

AAC ACC AAG CTG ACG CGG TCA CTG CCC TGC CAG GTC TAC GTG AAT CAT GGC GAG
N T K L T R S L P C Q \4 Y \4 N H G E
1360 1369 1378 1387 1396 1405

AAC CTG AAG ACG GAG CAG TGG CCC CAG AAG CTG ATC ATG CAG CTC ATC CCC CAG
N L K T E Q W P Q K L I M Q L I P Q
1414 1423 1432 1441 1450 1459

CAG CTG CTG ACC ACC CTG GGC CCT TTG TTC CGG AAC TCA AGG ATG GTC CAG TTC
Q L L T T L G P L F R N S R M \4 Q F
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1468 1477 1486 1495 1504 1513
CAT TTC ACC AAC AAG GAC CTG GAG TCT CTC AAA GGC CTC TAC CGC ATC ATG GGC
H F T N K D L E S L K G L Y R I M G
1522 1531 1540 1549 1558 1567
AAC GGC TTC GCG GGC TGC GTG CAC TTC CCC CAC ACG GCG CCC TGT GAG GTG CGC
N G F A G C \4 H F P H T A P C E \4 R
1576 1585 1594 1603 1612 1621
GTG CTC ATG CTC CTG TAC TCG TCC AAG AAG AAG ATC TTC ATG GGC CTC ATC CCC
\4 L M L L Y S S K K K I F M G L I P
1630 1639 1648 1657 1666 1675
TAC GAC CAG AGC GGC TTC GTC AAC GGC ATC CGG CAG GTC ATC ACC AAC CAC AAG
Y D Q S G F \4 N G I R Q \4 I T N H K
1684 1693 1702 1711 1720 1729
CAG GTC CAG CAG CAG AAG CTG GAG CAG CAG CAG CGA GGA ATG GGG GGA CAG CAG
e vV 0 9o ©¢ K L E © Q@ © R G M G G Q 0
1738 1747 1756 1765 1774 1783
GCA CCC CCC AGG GCT GGG GCC CAT TCT GGA GGA CCA AGC CAG GCC CTC ACA GAA
A P P R A G A H S G G P S Q A L T E
1792 1801 1810 1819 1828 1837
TCT GCT CCA GCT CCG CCC ACC GCA GCC CCA GCC TCA GGG TAC CGT AGG GGC CTC
S A P A P P T A A P A S G Y R R G L
1846 1855 1864 1873 1882 1891
TGG GGC CAC GGG GCA GCC CCA GCC CCA AGG TAC TGC CCA GCC CCC GCC AGG TGC
W G H G A A P A P R Y C P A P A R C
1900 1909 1918 1927 1936 1945
CCC TCA AGG CCC TCC TGG AGC AGC TTC TGG CCC ACC CCC TCC TGG ACC CAT CCT
P S R P S W S S F W P T P S W T H P
1954 1963 1972 1981 1990 1999
TCG GCC CCA GAA CCC TGG GGC CAA CCC TCA GCT GCG AAG CCT CCT CCT CAA CCC
S A P E P W G Q P S A A K P P P Q P
2008 2017 2026 2035 2044 2053
ACC ACC GCC GCA GAC TGG GGT GCC CCC ACC CCA GGC CTC CCT CCA CCA CCT GCC
T T A A D W G A P T P G L P P P P A
2062 2071 2080 2089 2098 2107
CAG TCC TGG CCC GCA CAA CTT CCC CCT CGG GCT CCA CTG CCA GGT AAG GGG ACC
Q S W P A Q L P P R A P L P G K G T
2116 2125 2134 2143 2152 2161
CGG GGG AGG GCA GAG GTC TGG ACT GAG TGT CCC AGC AGC TCC TGG GCT AGA GCA
R G R A E v W T E C P S S S W A R A
2170 2179 2188 2197 2206 2215
CCA AGA CCA AGT GCT CCT GGG AAG TAA AGA CAT AGG ATC CAA GAA TGA GGG TTC
P R P S A P G K *
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2224 2233 2242 2251 2260 2269
CCC CAG CCG GGC CTG CAG CCC AGC GTC ATG GAG GAC GAC ATC CTC ATG GAT CTC

2278 2287 2296 2305 2314 2323
ATC TGA ATC CCC AAC ACC CAA TAA AGT TCC TTT TTA ACA CAA AAA AAA AAA AAA

AAA AAA 3'

Abb. 42: Aminosdure- und cDNA-Sequenz von VaCID (hypothetisches Protein TCBAP0758). Dargestellt ist die
Version aus dem Humangenomprojekt (NCBI Zugangsnummer NP_112235). Die Von-Willebrand-Faktor-

Typ A-Doméne ist grau hinterlegt. Die CID-Doméne ist unterstrichen. Das Stopp-Codon ist durch einen Stern
(*) représentiert.
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