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1. Einleitung

Die Erbinformationen einer Zdle ig in den langen DNA-Strangen gespeichert. Alle Zellen eines
Organismus verfligen praktisch Uber die gleiche genomische Ausstattung. Sie differenzieren sich aber
zu unterschiedlichen gewebespezifische Zdlen, manche zu Neuronen, wéahrend die anderen zu
Blutzellen werden. Entscheidend dafir ist, welche Gene zu welchem Zeitpunkt gezidt an- oder
abgeschaltet werden. Reguliert wird auf der Ebene des RNA-Transportes, der RNA-Prozessierung,
der Trandation und vor dlem auf der Transkriptionsebene. Die Regulation der Transkription von
Proteincodierenden Genen findet hauptsachlich wéhrend der Transkriptionginitiation und in der frihen
Phase der Elongation dtett. Verantwortlich dafir snd aul3er der RNA-Polymerase sebgt, die
generelen Transkriptionsfaktoren (GTFs), TFIIA, -B, -D, -E, -F und -H, der Mediator-Komplex
bestehend aus 20 Untereinheiten, verschiedene Elongationsfaktoren und ein breites Spektrum von
Gen-spezifischen Regulatorproteinen. Diese Vidfat und enorme Komplexizitét erlaubt eine prézise
Regulation der Transkription von 10, 000 Genen gleichzeitig in htheren Organismen.

Bel der Fraktionierung humaner Kernextrakte fur funktiondle Andysen im zdlfreien System (in
vitro) wurden eine weitere Gruppe von Proteinen, die sogenannten Cofaktoren entdeckt. Sie dienen
asVermittler zwischen den regulatorischen Proteinen und der basalen Transkriptionsmaschinerie, die
aus Polymerase und GTFs besteht. Diese Informationsvermittiung fihrt letztendlich zur Aktivierung
oder Repression der Transkription. Ziel dieser Arbeit war es einen negativ wirkenden Cofaktor, den
Repressor NC2, in vivo und in vitro zu charakteriseren.

1.1. Promotoren und Promotor strukturen

Eukaryontische Promotoren lassen sich in Promotor-Core-Elemente und regulatorische Elemente
untertellen. Core-Promotoren enthaten Kombinationen aus einer TATA-Box, lokdigert zwischen
den Pogtionen -30 bis -25, und ener Pyrimidinrechen Initistor-Region um den
Transkriptionsstartpunkt (+1, Abb. 1). Diese Elemente werden minima benétigt, um ene
punktgenaue Transkriptiongnitiation in enem zdlfrden Sysem zu gewdvrleisen. An denen
assembliert der sogenannte Préinitiationskomplex (PIC) (Ubersichtsartikel: Noviaand Roy, 1996).

Ein drittes Core-Element ist das ‘tlownstream Promotor Element” (DPE), welches mad in
Drosophila  beschricben wurde. Das DPE liegt ewa sromabwats von dem
Transkriptionsstartpunkt (+30) (Burke and Kadonaga, 1996). Das DPE bildet sich bel Promotoren
ohne TATA-Box mit dem Initiator zu enem Bindungsmoativ fur THID. Unmittelbar sromaufwérts
des Core-Promotors befinden sich das proximale Promotor Element, manchma auch "upstream
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activating sequences’ (UAS) genannt. Die UAS beinhdten Erkennungsequenzen fir Genr
soezifische Transaktivatoren. In groflerer Entfernung zum Core-Promotor liegen héufig digde
Promotor-Elemente. Dazu zéhlen Enhancer, welche die Transkription aktivieren und Silencer, welche
die Transkription inhibieren. Die Wirkung der distalen Promotor-Elemente auf die Transkription ist
unabhdngig von ihrer Orientierung in gewissen Grenzen auch von de Entfernung zum
Transkriptionsstartpunkt (Banerji et al., 1981; Moreau et al., 1981). Zumeist werden diese
Elemente durch hochorganisierte Strukturen bestehend aus mehreren Transkriptionsfaktoren erkannt.
Fur die Kommunikation mit Promotoren werden héaufig auch Briickenproteine bendtigt, die eine
Steuerung des Promotors Uber eine Digtanz von unter Umsténden mehreren tausend Basenpaaren
ermdglichen.

| Enhancer f—————{Silencer}

NS
e ——ar

UAS Core-Promotor

Abb. 1: Promotor-Elemente eines typischen Klasse 11-Gens. Der Transkriptionsstartpunkt der RNA-Polymerase |1
ist durch einem Pfeil markiert. Die TATA-Box (TATA), das Initiator-Element (INR), die "upstream activating
sequences’, UAS, und die distalen Promotor Elemente Enhancer bzw. Silencer sind symbolisch dargestellt.

1.2. Eukaryontische Polymer asen

1.2.1. Uberblick

Das bakteriele RNA-Polymerase-Core-Enzym besteht aus vier Untereinheiten ajbb”. Diese
konnen die RNA-Synthese katdysieren, Sind aber dleine nicht in der Lage die Transkription in einer
Promotor-abhangigen Art zu initiieren. HierfUr werden s Faktoren bendtigt, die in Abwesenhet von
DNA mit dem Core-Enzym assoziieren und das sogenannte Holoenzym (a.bb’s) bilden. Im
Gegensatz zum Core-Enzym ist das Holoenzym in der Lage eine akkurate Transkriptiongnitiation am
Promotor zu gewahrleigten.

Im Gegensatz zu Prokaryonten, die eine enzige RNA-Polymerase beditzen, existieren in
eukaryontischen Zellen drel verschiedene RNA-Polymerasen, die RNA-Polymerase |, -1l und
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-111. Entsprechend lassen sich auch die Gene in drei Klassen unterteilen. Die RNA-Polymerase |1
(Pol 11) it fir die Synthese dler Boten-RNAs (MRNA) und eniger kleinen Kern-RNAs (sShRNA)
verantwortlich. RNA-Polymerase | und -1l synthetiseren die ribosomaden rRNAS, die Transfer-
RNASs (tRNA) und die kleingte ribosomale RNA (5SrRNA) (Tabellel).

Typ Lokalisation Z€lluldre Transkripte Wirkung von a-Amanitin

Pal | Nukleoli 18S-, 5,8S- und 28S-rRNA unempfindlich

Pal 11 Nukleoplasma MRNA-Vorlaufer, sSnRNA stark hemmend

Pal 11 Nukleoplasma tRNA, 5STRNA, shRNA Hemmung bei hoher Konzentration

Tab. I Eukaryontische RNA-Polymerasen. mRNA: messenger RNA; rRNA: ribosomale RNA; tRNA: Transfer
RNA; snRNA: small nuclear RNA. Die drei RNA-Polymerasen lassen sich durch ihre Empfindlichkeit gegentiber
den Pilzgift a-Amanitin unterscheiden.

Die eukaryontische RNA-Pol |1 it en Multiprotein-Komplex aus 12 Untereinheiten, die von
Hefe bis zum Mensch hochkonserviert sind (Young, 1991; Woychik and Young 1993, 1994;
Cramer et al., 2000). Sie bestzt zwe grol}e Untereinheiten, genannt Rpdl und Rpd2, die den
kataytischen b- und b”-Untereinheiten der bakteriellen Polymerase dhneln. Die Untereinheit Rpb3
hat dagegen, &hnlich wie die a-Untereinheit der bakteridlen RNA-Polymerase, strukturerhaltende
Funktion (Woychik and Y oung, 1994).

1.2.2. Die carboxyl-terminale Domane der grofdten Untereinheit von RNA-Pol 11

Die Carboxyl-terminde Doméne (CTD) der gréfden Untereinheit (Rpbl) der Pol 1l besteht aus
einer sch mehrfach wiederholenden Abfolge von seben Aminosauren (Heptapeptid). Eine dhnliche
Struktur fehlt der bakteriellen RNA-Polymerase wie auch in der eukaryontischen RNA-Polymerase
I und -I1l Komplexe. Die Sequenz des Heptapeptids Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser ig innerhdb
des eukaryontischen Reiches hochkonsarviert (Ubersichtsartikel: Corden, 1990; Young, 1991).
Lediglich die Anzahl der Repetitionen variiert von Organismus zu Organismus. So hat Hefe 27 und
SAuger bis zu 50 solcher Motive. Entfernt man Teile oder die gesamte Repetition Snd die Zellen nicht
mehr |ebensfahig (Nonet et al., 1987; Allison et al., 1988; Bartolome et al., 1988; Zehring et al.,
1988).

In eukaryontischen Zellen liegt die Pol 11 hauptsachlich in zwel Formen vor: ein mit unmodifizierter
oder hypophosphorylieter CTD und ein mit hyperphosphorylierter CTD (Dahmus, 1996a;
Kolodzig et al., 1990). Die Phosphorylierung der CTD findet vor und nach der
Transkriptionsinitiation tait (Ubersichtsartikd: Dahmus 1996b; Hengartner et al., 1995, 1998).
Prominente Beipie fir CTD-Kinasen sind der generelle Transkriptionsfaktor TFIIH, das Cydin
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Kinase-Paar Cdk8-Cyclin C (Srb10-Srb1l) (Liao et al., 1995) und der Elongationsfaktor p-TEFb
(Maghdl et al., 1996). Der Phosphorylierungsgrad der CTD spidt eine wichtige Rolle in der
Polymerase-Funktion. Untersuchungen haben gezeigt, dal3 eine Phosphorylierung der CTD vor der
Transkriptiongnitiation die Polymerase inhibiert, wahrend die Elongation von viden Genen ene
phosphorylierte CTD erfordert (Hengartner et al., 1998; Lee and Lis, 1998).

Die Deetion von 8 bis 10 Repetitionen des CTD generiert einen kaltesengtiven Phanotyp in der
Hefe. Dieser Phanotyp wurde verwendet um Suppressoren aulRerhalb des Rpbl-Gens zu
identifizieren. So wurden eine Reihe von Suppressoren der RNA-Polymerase B (SRBs) isoliert, die
mit RNA-Polymerase Il komplexiert vorliegen und zusammen mit generdlen Faktoren en
Holoenzym bilden (Bjorklund and Kim, 1996; Li et al., 1996).

1.2.3.  RNA-Polymerase Holoenzym

Fur die Bildung des Transkriptionskomplexes gibt es unterschiedliche Moddle. In enem
schrittwelsen Assoziationsmodd | binden Pol 11 und die generdlen Transkriptionsfaktoren (GTFS) in
einer definierten Abfolge an den Promotor und bilden den Préinitiationskomplex (PIC) aus (Van et
al., 1988; Madonaho et al., 1990; Ubersichtsartikel: Roeder, 1996; Abb. 2A).

Ein dternatives Moddl beruht auf biochemischen und genetischen Studien in Hefe
S cerevisiae. S0 liegen enige GTFs in Abwesenheit von DNA mit Pol II, SRB-Proteinen und
Mediator-Komplex assoziiert vor (Koleske and Young, 1994, 1995; Bjérklund and Kim, 1996;
Orphanides et al., 1996; Mdik and Roeder, 2000). Wenn auch die genaue Zusammensetzung des
Pol I1-Holoenzyms noch diskutiert wird, so wurde auch ein Holoenzym in Saugerzellen beschrieben
(Chao et al., 1996; Madonado et al., 1996; Ubersichtsartikel: Parvin and Y oung, 1998; Abb. 2B).
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1.3. Die Bildung desPraéinitiationskomplexes

Die eukaryontische Pol I benétigt zur Initistion der Transkription noch die generdle
Transkriptionsfaktoren (GTFs), TFIIA, -1IB, -I1ID, -IIE, -IIF und -IIH (Ubersichtsartikel: Zawel and
Reinberg, 1995; Orphanides et al., 1996; Roeder, 1996). In dem schrittweisen Assoziationsmodell
bindet im ersten Schritt der THID-Komplex zusammen mit THIA an die TATA-Box. Die DNA-
bindende Untereinheit von THID, TBP, induziert eine Verbiegung am Promotor wodurch sich die
sromaufwarts und -abwarts gelegenen Bereiche néher kommen Burley and Roeder, 1996). Die
Rontgenstruktur-Analyse weist darauf hin, dal3 die hochkonservierte C-terminae Doméne von TBP
eine pseudosymmetrische satteformige Struktur mit einer grof¥en konvexen Oberflache aushildet.
Antiparalel angeordnete b-Fdtblétern bilden den Kontakt mit DNA. Zwel a-Hdices, die Sch auf
der konkaven Oberfléche befinden, liefern eine Oberflache fur andere Proteinkontakte (Kim et al.,
1993; Nikolov and Burley, 1994; Nikolov et al., 1995; Geiger et al., 1996). Die Bindung von TBP
knickt die DNA um ca. 90° (Horikoshi et al., 1992) wéhrend die Assoziation von THIA und TFIIB
keine weiteren Konformationsdnderungen der DNA induziert (Geiger et al., 1996; Tan et al.,
1996).

THIA beschleunigt und verstérkt die Bindung von THID an die DNA. THIB bindet den
Promotor asymmetrisch. Diese wird durch direkte Interaktion mit TBP und durch Sequenz-
spezifische Kontakte in der grof¥en Furche stromaufwérts und in der kleinen Furche stromabwaérts
der TATA-Box bewirkt. Dadurch wird die Orientierung des PIC festgelegt (Lagrange et al., 1996,
1998; Tsa and Sigler, 2000). Nach einer Assoziation der Pol 11 zusammen mit THIF, entsteht ein
geschlossener Préinitiationskomplex. TFIIE und THIH tragen zur Offnung des Promotors bel
(Ubersichtartikel: Buratowski et al., 1989; Orphanides et al., 1996; Roeder, 1996).
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A - 30 +1
TATA] [INR]
| TBP oder TFIID + TFIIA
| TFIB
| TRIF-Pol 11
| TRIE
| TFIH

DNA

M ediator -

Komplex g7 RNA Polymerase |

Holoenzym

1/

Nukleosom

Abb. 2: Modelle zur Initiation der Pol Il Transkription. (A) Schrittweise Assoziation der GTFs zur Bildung des
Prainitiationskomplexes (nach Roeder, 1996). Ein minimaler Promotor mit TATA-Box ist schematisch dargestellt.
Position der TATA-Box und des Initiator-Elements Uberlappend mit dem Transkriptionstartpunkt (+1) sind
angegeben. Die kleinen weil3en Balken stehen fur Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen den basalen
Transkriptionsfaktoren. CTD steht fur die C-terminale Doméne der Pol I1. (B) Initiation des Pol 1l1-Holoenzyms
(Orphanides et al., 1998). Es umfal Multiprotein-Komplexe wie Pol 1| Core-Enzym (12 Untereinheiten), Mediator-
Komplex, SRB10/Cdk8-Kinase-Komplex (4 Untereinheiten) und die generellen Transkriptionsfaktor TFIIB, THIID,
TFIE, TFIIF und TFIIH.
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1.4. DasTATA-bindene Protein (TBP) und die TBP-assoziierenden Faktoren (TAFs)

Das TATA-bindende Protein, TBP, spidt ene Schlissd-Rolle in der Initiation dler drel
eukaryontischer RNA-Polymerasen (Ubersichtsartikel: Hernandez, 1993; Hampsey, 1998). So dient
TBP ds universdle Komponente in SL1-Komplex der Pol |, in THID auf Klasse 11-Genen und in
TFIIB auf Pol 111-Genen. TBP ist von der Hefe bis zum Mensch hochkonserviert. Insbesondere ist
die carboxyl-terminale Region von TBP, welche aus zwel Sch direkt wiederholenden Doménen
bestent, die durch eine kurze bassche Sequenz getrennt sind. Im Gegensatz zu viden DNA-
bindenden Proteinen, bindet TBP in der kleine Furche der DNA. Die TFIID-Bindung an den
Promotor ist wahrscheinlich der Geschwindigkeitshestimmende Schritt in der Transkriptiongnitiation
(Klein and Struhl, 1994; Kobayashi et al., 1995). Verschiedene molekulare Modelle werden
diskutiert. In einem Modd| efolgt die Komplex-Formation zwischen TBP und TATA-Element in
zwel  Schritten. Nach  ene langsamen  TBP-TATA-Asoziation folgt ene rasche
Konformationénderung zur Bildung stabiler Komplexe (Hoopes et al., 1992). Es gibt auch Hinweise
darauf, dal3 TBP mit sch sebst dimerigert und die Dissoziation dieses TBP-TBP Dimers der
Geschwindigkeitdimitierende Schritt in der TBP-Promotor-Erkennung ist. Die langsame Dissoziation
des TBP-Dimers kann direkt durch TFIIA beschleunigt werden (Coleman et al., 1999).

Invivo ig TBP mit verschiedenen Proteinen den sogenannten TAFs (TBP assoziierte Faktoren)
komplexiert. TBP dlein bindet an die TATA-Box und erlaubt die Anlagerung anderer GTFs und der
Polymerase an den Promotor. Es gibt aber keinen Beweis fur freie TBP in der Zdle und
Transkriptionssktivierung ist abhéngig vom Multiprotein-Komplex THID (Mestererngt et al., 1990;
Pugh and Tjian, 1990; Dynlacht et al., 1991; Ubersichtsartikel: Albright and Tjian, 2000). TAF;s
snd ds Zidproteine fir eine Vidzahl von Transaktivatoren beschrieben worden (Ubersichtsartikel:
Sauer and Tjian, 1997; Albright and Tjian, 2000). So wurden Wechsalwirkungen zwischen der
Glutamin-reichen Aktivierungsdoméne von Sp1 mit Drosophila TAF,110 dTAF,); der Prolin-
reichen Aktivieeungsdoméne von CTF mit humanem TAF,55 (hTAF,) und der sauren
Aktivierungsdoméne von VP16 bzw. p53 mit dTAF40 und dTAF,60 beobachtet
(Ubersichtsartikel: Verrijzer and Tjian, 1996). TAF,s sind auch direkt an der Promotor-Orientierung
beteiligt. Spezifische TAFs sind z.B. fir eine Erkennung der Initiator-Sequenz und des downstream
promoter elementes, DPE bei TATA-losen Promotoren verantwortlich Martinez et al., 1994;
Verijzer et al., 1994).

Einige TAF,;s wurden auch in Histon-Acetyltransferase-Komplexen (HAT-Komplex) identifiziert
(Grant et al., 1998a; Ogryzko et al., 1998). Beispiele sind der SAGA-Komplex aus Hefe und der
humane PICAF-Komplex, welche Genexpresson vermutlich durch Modifikation der Chromatin-
Struktur Uber ihre HAT-Aktivitét reguliert (Sehe auch 1.5). Diese Beobachtung brachte die
Erkenntnis, dal?3 TAFs Uber potentielle Funktionen aul3erhab des TFIID-Komplexes verfiigen.



8 Einleitung

1.5. Histonein der Transkriptionsregulation

Das Genom der Eukaryonten ist in einer kompakten Struktur verpackt, die ads Chrométin
bezeichnet wird. Der Grundbaustein des Chromatins ist das Nukleosom (Arents et al., 1991; Luger
et al., 1997). Das Nukleosom besteht aus einem Oktamer, in dem die Histone H3, H4, H2A und
H2B jewels zwefach vorliegen. Um das Nukleosom konnen etwa 146 bp DNA zweima
herumgewunden wird. Nukleosomen stzen wie Perlen auf der DNA, und sind durch freile DNA-
Stiicke ("linker"-DNA) verbunden. Das Hison H1 Molekll bindet von au3en an die um das
Oktamer gewickete DNA und fuhrt so zu einer linkshéndigen Spiraliserung des Chrometins und zur
Bildung von Fasern mit eénem Durchmesser von 30 nm.

Durch seine kompakte Struktur wirkt Chromatin zunéchgt inhibitorisch auf die Transkription.
Enzyme, die Higone modifizieren oder Nukleosomen verschieben andern die Struktur des
Chromatins in einer regulierten Prozess (Ubersichtsartikel:  Tsukiyama and Wu, 1995; Grungtein,
1997; Wolffe and Guschin, 2000). Somit dienen die Nukleosomen nicht nur ds
Verpackungseinheiten des Erbmaterids, sondern se spiden auch ene essentidle Rolle in der
Transkriptionsregulation.

Jedes Higon i in zwel Doménen organisert, eine srukturierte sogenannte "Histone-Fold'-
Doméne und eine ungrukiurierte N-terminde Doméne. Die Nukleosom-Kerne sind aus den
"Histone-Fold"-Doménen ausgebildet, wahrend die N-Termini aus dem Kern hinaus ragen. Letzte
sandin transkriptionsaktiven Bereichen oft acetyliert. Als Histon-Acetyltransferasen (HATS) dienen
z.B. der SAGA-Komplex aus Hefe (Grant et al., 1997, 1998b), der humane P/ICAF-Komplex
(P300/CBP associated factor) (Yang et al., 1996) bzw. der Transkriptionsfaktor P300/CBP
selbst (Ogryzko et al., 1996). Auch die gréfde Untereinheit des THID, TAF,250, enthdt eine
HAT-Aktivitsd (Mizzen et al., 1996). Die Hison-Acetylierung bewirkt wahrscheinlich ene
Lockerung der Nukleosomen-DNA-Bindung, maglicherweise innerhab der 'linker"-DNA (Bauer et
al., 1994; Krgewski and Becker, 1998). Es ist auch mdglich, dald Acetylierung die Ubergeordnete
Struktur der Nukleosomen beeinflul®. Fir die Aktivierung der Transkription miissen Nukleosomen
immer wieder verschoben werden. Dies bewerkstelligen andere Multiprotein-Komplexe, wie z.B.
SWI/SNF, 1SWI, NURF und CHRAC (sogenannte Chromatin-Remodding Faktoren)
(Ubersichtartikdl: Wolffe and Guschi, 2000). Struktur und Position des Nukleosoms auf der DNA
werden in eénem ATP-abhéngigen Prozel3 verandert. Es wurde angenommen, dal3 die Chromatin-
Remodding Faktoren entweder die Assoziation von Histonen H2A und H2B innerhab der
Nukleosom-K ernpartikeln destabiliseren (Schnitzler et al., 1998) oder durch ihre Topoisomerase
[1-Aktivitét die superspirdiserte DNA relaxieren (Hamiche et al., 1999; Langst et al., 1999). Das
Chromatin kann auch durch anderen Prozesse wie Phosphorylierung (Hendzd et al., 1997; Wel et
al., 1999), Methylierung (Kass et al., 1997a, b; Nan et al., 1998) und Deacetylierung (Taunton et
al., 1996) modifiziert werden.
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1.6. Repression der Transkription

Transkriptionsrepression spielt eine entscheidende Rolle in der Kontrolle der Genexpression in
Prokaryonten. Vor etwa 40 Jahren erkannten Jacob und Monod, dal3 Bakterien ihre Genaktivitét in
erder Linie negativ regulieren Jacob and Monod, 1961). Diese Repression erfolgt zumeist durch
direkte Inhibition des Bindens der RNA-Polymerase wahrend der Transkriptionsnitiation und -
Elongation (Mishraand Chatterji, 1993; Eick et al., 1994).

Be Eukaryonten bildet das Chromatin die erste Barriere fur die Genaktivierung. Im Laufe der
Evolution haben sch in eukaryontischen Zdlen Mechanismen entwickelt, um diese inhibitorische
Funktion von Chromatin zu Uberwinden oder aufrechtzuerhdten. Aul3er dieser Repression durch die
Chromatin-Struktur, ~ kontrollieren  Eukaryonten ihre Genexpresson auch aktiv - durch
Transkriptionsrepressoren. Die Repressorproteine kénnen ihre Zielgene entweder direkt durch
Bindung an DNA-Sequenzen oder indirekt durch Interaktionen mit weiteren DNA-bindenden
Proteinen erkennen (Ubersichtsartikel: Hanna and Hansen, 1996; Maldonado et al., 1999). So
konnen se (i) die Aktivierungsdomanen der Aktivatoren maskieren, (i) kompetitiv den Zugang von
Aktivatorproteinen oder den Komponenten der Transkriptionsmaschine zu DNA blockieren oder
(iii) DNA-gebundene Aktivatoren von ihren Erkennungsstellen freisetzen (Ubersichtsartikel: Johnson,
1995). Dartiber hinaus kénnen Repressoren auch an der Struktur des Chromatins direkt angreifen
(Cooper et al., 1994).

Die eukaryontischen Repressoren wie auch Aktivatoren bestehen entweder aus einem Polypeptid
mit verschiedenen Funktionsdoménen oder einem Multiprotein-Komplex mit unterschiedlichen
Funktionsuntereinheiten (Ubersichtsartikel: Hanna and Hansen, 1996). Einige Repressor-Doménen
wurden bereits charakterisert. Beipiele sind die Alanin-reiche Doméne des Drosophila Zinkfinger-
Proteins 'Krippel" (Licht et al., 1994); die Prolin-reiche Region des Tumorsuppressor-Proteins
WT1 (Madden et al., 1993); die Glutamin- und Alanin (QA)-reiche Doméne der b-Untereinheit des
negativen Corepressors 2 (NC2) (Inostroza et al., 1992; Goppdlt et al., 1996) und des Drosophila
Proteins "even-skipped” (Han and Manley, 1993).

Man kann generdlle und Gen-spezifische Repressoren unterscheiden. Die generelle Repressoren
beainflussen die Transkription einer Reihe von Genen, die funktiond| irrdevant snd. Sie wirken auf
die Chromatine, inklusve der Histone und Histon-Deacetylasen oder auf die basale Faktoren der
Transkriptionsmachine.

Eine Klasse von generdllen Repressoren kontrolliert die Transkription durch direkten Einflufd auf
die Funktion des TATA-bindenden Proteins, TBP. Dazu zéhlen unter anderem der negetive
Cofaktor 2 (NC2), das Hefeprotein Motl sowie der Not-Komplex, welche aus mindestens 5
Komponenten zusammengesetzt i

1.6.1. Motl
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Mot1 wurde biochemisch und genetisch in Hefe identifiziert. Mot1 dissoziiert TBP von DNA in
enem ATP-abhangigen Prozef3 (Auble and Hahn, 1993), weshab es auch ADI (ATP-dependent
Inhibitor) bezeichnet wird. Mot1 kompetitiert mit TFIIA um die gleiche Bindungsoberfléche an TBP
(Auble and Hahn, 1993). Der Wachstumsdefekt einer dominant negativen Mutation in Motl kann
durch Uberexpression von TBP oder TFIIA aufgehoben werden (Auble et al., 1994). Genetische
Untersuchungen in Hefe haben gezeigt, dal? Mutationen im Motl-Protein mit gleichzetigen
Mutationen in TFIIA bzw. Spt3 synthetisch letd snd (Madison and Wington, 1997). Spt3 ist ein
Transkriptionsfaktor, der fur die Pol Il-abhdngige Transkription benttigt wird. "Synthetische
Letditét" bedeutet, dal3 nicht die eénzelne Mutation innerhab enes Proteins dleine, sondern die
Kombination von Mutationen zweer Proteine gemeinsam zum Tod der Zdlen flhren.

Motl gehort zur Familie der Swi2/Snf2-ATPasen. Seine Funktion ist aber im Gegensatz zu den
restlichen Mitgliedern, nicht durch DNA induzierbar (Auble et al., 1997). Das humane Homolog von
Motl wurde zuerst in einem Komplex mit TBP dem sogenannten B-TFIID-Komplex nachgewiesen
(Timmersand Sharp, 1991). In Sdugerzellen befindet sch der grofde Antell von TBP im B-THIID-
Komplex. Bisher konnteim Gegensatz zu THID keine Aktivator-abhéngige Funktion von B-TFIID
nachgewiesen werden (Timmerset al., 1992).

In vitro fuhrt eéne Mutation im MOT1-Gen zur Reduktion der Transkription an TATA-losen
Promotoren, z.B. des HIS3- und HISA-Gens Collart, 1996). Es wurde diskutiert, dal3 Motl
zusammen mit THIA und Spt3 die Verteilung des TBP zwischen "Promotor”- und "Nicht-Promotor-
DNA" (Muldrow et al., 1999) oder zwischen TBP-Bindungdelen mit hoher (wie TATA-hdtiger
Promotor) und mit niedriger Affinitdt (wie TATA-losr Promotor) kontrolliert. Motl ist
wahrscheinlich verantwortlich fir die TBP-Freisetzung von nichtfunktiondlen TATA-Elementen
wahrend TFIIA und Spt3 die TBP-Assoziation zu funktionelen TATA-Boxen unterstiitzen (Madison
and Winston, 1997).

1.6.2. Der Not-Komplex

Der HIS3-Promotor der Hefe enthdt zwe funktiond!l unterschiedliche TATA-Elemente, Te und
Tr. Das T¢ kontrolliert eine kondtitutive HI S3-Expression, wahrend das Tg fur die Aktivierung durch
den Transkriptionsaktivator Gend benttigt wird. Tc i @n Promotor-Element dem die klassische
TATA-Sequenz fehlt, wahrend das Tr-Element eineintakte TATA-Box enthdt.

In einer genetischen Sdlektion fir Mutanten, welche die HIS3-Expresson in Anwesenhelt ener
gcnd-Mutation verstérkt, wurden die Gene NOT1 bis NOTS isdliert. Se simulierten spezifisch die
Transkription via dem Tc-Element des HIS3-Promotors (Collat and Struhl, 1993, 1994,
Oberholzer and Collart, 1998).

Der Not-Komplex und das Motl zeigen gegentellige Wirkung auf TATA-lose Promotoren.
Wahrend die Not-Mutanten die 'TATA-lose" Transkription verstéarkt, eine Mot1-Mutante reduziert
se (vgl. Kapite 1.6.1). Ein Moddl fur die Funktion von Motl, Spt3 und dem NOT-Komplex an



Einleitung 11

spezifischen Promotoren zeigt, dal3 an der Kontrolle der TBP-Verteilung in der Zelle neben Motl
und Spt3 auch der Not-Komplex beteiligt ist, wobel er die Spt3-Aktivitét negativ reguliert (Madison
and Wingon, 1997). Dies ig en zusizlicher Hinweis auf das Zusammengpid von positiven und
negativen Faktoren in der Transkriptionsregulation.

1.6.3. Der basale Repressor NC2

Dea negaive Cofaktor 2 (NC2 auch DRI1-DRAPL genannt) wurde urspringlich aus
menschlichen Kernextrakten von Tumorzdlen isoliert, ds eine Aktivitét, die direkt an den basalen
Initistionskomplex, spezifisch TBP, bindet und die Transkription der Klasse [1-Gene reprimiert
(Megererngt et al., 1991; Megterernst and Roeder, 1991). Die Bindung von NC2 an TBP wirkt
inhibitorisch auf die weitere Anlagerung von THIIA und THIB an TBP. Es kommt zum Abbruch der
Bildung des Préanitiationskomplexes (Goppelt et al., 1996).

Der NC2-Komplex bestent aus zwel Untereinheiten, die ds NC2a und NC2b bezeichnet
werden (Inostroza et al., 1992; Goppelt et al., 1996). Beade Untereinheiten snd fir die
Komplexbildung mit TBP und fir die Transkriptionsrepression in vitro erforderlich (Goppdt et al.,
1996). NC2 ist evolutiondr von Hefe Uber C. elegans bis zum Mensch konsarviert. Hefe bestzt
zwel stark homologe Proteine zum menschlichen NC2. In vitro-Untersuchungen haben gezeigt, dal3
die NC2-Untereinheiten vom Mensch und Hefe tellweise funktiondl austauschbar snd (Goppelt and
Meisterernst, 1991).

Beide NC2-Untereinheiten bestzen ein amino-terminaes 'Histone-Fold"-Motiv, welches in dlen
vier Core-Histonen hochkonsarviert ist. Dieses Motiv wurde auch in der Untereinheiten des
CCAAT-bindenden Faktors CBF und seiner Hefehomologe (HAP-Komplex) identifiziert (Goppelt
et al., 1996; Snha et al., 1995, 1996) (Abb. 3A). Es wird angenommen, dal3 NC2 Uber diese
"Histone-Fold"-Doméne dimeridert und dch eine molekulare Struktur, welche dnlich zu den
Histone-Paaren in Nukleosom ist, aushildet (Goppelt et al., 1996).

Der C-teeminade Bereich von humanem NC2a (hNC2a) enthdit saure und Prolin-reiche
Regionen, die auch bel viden anderen Transkriptionsfaktoren zu finden sind (Yeung et al., 1994,
1997; Goppelt et al., 1996; SJKim et al., 1997) (Abb. 3B). In der C-terminden Doméne von
humanem NC2b (hNC2b) wurde neben der sauren und basischen Region, eine weitere Doméne
identifiziert, die reich an Glutamin- und Alanin-Resten (QA) ist (Abb. 3B). Diese QA-reiche Region
wurde in Trandfektionsexperimenten ds Repressionsdoméane von NC2b charakterisiert (Yeung et
al., 1994).
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Helix | Helix | Helix |

H2A 25- ERVGRVHRLL RKGN- YAE RUGAGARYY LAAVEE YL TAE! EEL/AGNAARENK KTRHI PRELCLAIRND - 90

NCQa 12- FPRARIKKIVIQIDE- ENGKVAAAVRYINI SRARE LE| ESEEKKACOVIQSRNAKIMIT SHEKQQIELE - 77
ceNC2a  66- | QT RIKKNVRSEE- DEGRVVQSYRSH GRAMEHE AE K- QN AEATIOF T SSKIIL NPQHVERAVLNT - 131
yN2a 53- ERPAKVKKIMINEE- DGV SOATRVIIAGRSEERREI ALEVEKS GEMARGQGT KRI IIAE| BKKTIELND - 118
CB~ C 43- UP|BARBRKINVK| BE- DVKM SAEABPWLFAKAAQ IEl TEET LRAW HEEDNKRRIELORND AVATKF - 108
HAPS  134- LIPAARIRKVIVKIEBE- DVKM SAEAR| I FAKACE! Bl TELT MREWAYAERNKRRTL QKADI AEAL KS - 199

NCb 13- | PRAAINKVEKETER- \VRVANDAREN\NEGCTIERN H_ NSSEANENENKSEKKNISPERVI QABESHE - 78
ceNC2b  22- LROKGINQ KEVVE- EMR ANESEDM NAGEVERY KHIBAREACRIASQDQRKIN YHERVQKAEONE - 87
yN2b 10- LPBKATVOKM SE| BDQDL MFTKIBARE! | | NS EElM L SSMASENADNEAKKIIAPERVI K ABEEN - 75
CB~ A 58- LRIANVARI MENA| RQTGKI AKBAKECHQEEVSERN SHETISEASEREHCEKRKBINGED LFAVGTE - 124

HAP3 28- LIP| NNVARLMENTIEPP SA KVS KBAKECMOEEVSEL l SFV TSEASDREA ADKRRMINGED LI SEHAE - 93
H2B 37- SYS| YWY KWL KQUHEDIG- ISSKAMES NS FYND FERBAGEASR LARYNGRSTNT SRENQT AVRLE -102
Histone-Fold sauer Pro-reich sauer
NC2a [N | N [ 20
13 77 135 154 195
Histone-Fold basisch QA-reich sauer
NC2b [ 176
— ]
14 77 94 103 121 164

Abb. 3: Primére Struktur der NC2-Untereinheiten. (A) Sequenzvergleich der NC2-Untereinheiten aus Mensch
(NC2a und NC2b), Hefe (yNC2a und yNC2b) und C. elegans (CeNC2a und CeNC2b) mit den "Histone-Fold"-
Domaéne der Histone H2A und H2B, Untereinheiten des CBF-Komplexes (CBF-C und CBF-A) aus Ratte und des
HAP-Komplexes (HAP5 und HAP3) aus Hefe. Die schattierten Positionen in der Histonen und den humanen NC2
bezeichnen Aminoséuren, die zu einem Mitglied der entsprechenden Klasse homolog sind. Die Positionen der drei
Helices der "Histone-Fold"-Doméane sind mit durchgezogenen Linien angegeben (nach Luger et al., 1997). (B)
Schematische Darstellung der Strukturen der NC2-Untereinheiten. Die "Histone-Fold"-Doméanen, die basische,
saure, Prolin-reiche (Pro-reich) und Glutamin/Alanin-reiche (QA-reich) Regionen sind verschieden
gekennzeichnet. Die Aminosaure-Positionen sind angegeben.

1.7. Aufgabenstellung

Die hisherige Erkenntnisse und der molekulare Mechanismus der NC2-Repression basiert auf in
vitro-Studien. Alsein Heterodimer-Komplex aus NC2a und NC2b bindet NC2 stabil an TBP auf
DNA und inhibiet die basae Transkription verschiedener Promotoren in rekongtituierten
Transkriptionssystemen Die Bindung von NC2 an TBP verhindert die Anlagerung von THIA und
THIB an TBP und die darauf folgte Bildung des Initiationskomplexes. Es wurde gezeigt, dal? die
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Histone-Fold Doménen beider NC2-Untereinheiten fir die spezifisch Komplexbildung mit TBP
essentiel sind. Seine Funktion in der in vitro-Transkription erfordert aul¥erdem die C-terminde
Region von NC2.

Die Aufgabe dieser Arbeit besteht darin, die Funktionen von NC2 unter physiologischen
Bedingungen zu untersuchen. Aus diesem Grund sollte ein in vivo-Moddlsystem etabliert werden.
Da die Hefe zwel gak homologe Gene zum menschlichen NC2 bestzt, wurde se ds
Modellorganismus ausgewahit. Zid dieser Arbet war es, die funktionelen Doménen von humanem
NC2 unter physiologischen Bedingungen zu charakteriseren und Beweise fir den vorhergesagte
Wirkungsmechanismusin lebenden Zdlen zu erhdten.



2. Material

2.1. Gerdte

Direct Imager
Entwicklermaschine
Elektrobl ot-Apparatur
Elektrophorese-Apparaturen

FPLC

Gefrierschranke
Geldokumentationssystem
Getrockner

Glassperle (0,5-0,7 mm)
Heizbl6cke
Heizrihrgerét

HPLC

Homogenisator
Inkubator (Brutschrank)

Lichtmikroskop
Nal3bl otapparatur
pH-Meter
Pipetten
Photometer
Pumpen

Reaktionsgefal3schiittler
Rotoren

Saulen

Instant Imager, Packard
Hyperprocessor, Amersham
BioRad
Hoefer
Harnischmacher
Pharmacia
Forma Scentific
Eagle Eyell Still Video System, Stratagene
Sab Gd Dryer, Modell SE1160, Hoefer Scientific
[nstruments
Sgma
Eppendorf-Thermostat 5320
Ikamag RCT, Bachhofer
PharmaciaLKB
Douncer, Wheaton
WTC Binder
Heraeus Typ BB 6220
Typ IM 35, Zeiss
BioRad
761 Cdimdic, Bachofer
Gilson Pipetman P2, P10, P20, P200, P1000
Beckman DU-640 Spektrophotometer
Moddl P1, Pharmecia
Model P50, Pharmacia
Eppendorf-Thermomixer 5437, 5438
Sorvall SS34, GSA, GS3, SLA-1500, SLA-300, SA600
Beckmann 50.2 Ti
Mini SPC 3.2/3 (0,24 ml) (3,2 mm x 30 mm),
Pharmacia
Mono Q PC 1.6/5 (0,1 ml) (1,6 mm x 50 mm), Pharmacia
Mono S PC1.6/5 (0,1 ml) (1,6 mm x 50 mm), Pharmacia
Q-Sepharose (1 ml), Pharmacia
Superose 12 PC 3.2/30 (2,4 ml) (3,2 mm x 300 mm),
Pharmacia
Superose 6 PC 3.2/30 (2,4 ml) (3,2 mm x 300 mm),
Pharmacia
Superdex 75 HR 10/30 (24 ml) (20 mm x 300 mm),
Pharmacia
nRPC C2/18 PC3.2/3 (0,1 ml) (3,3 mm x 30 mm),
Pharmacia
C,s Reversed Phase PAK 201 TP1010



3. Methoden

3.1. Kultivierung von Bakterien

3.1.1. Anzucht von Bakterienkulturen

Alle Arbeiten mit Bakterien werden unter einer dterilen Werkbank oder direkt neben ener
Bunsenbrennerflanme  durchgefiihrt. Kunsistoffgerdte wie Resktionsgefd3e und Pipetten-spitzen
werden autoklaviert. Glaswaren werden bel 180°C fir 3 h trocken autoklaviert. Platinbsen werden
in offener FHamme durch Ausgliihen Serilisert, andere hitzebestdndige Geréte oder Gefal3e durch
kurzes Abflammen keimfreé gemacht. Die Anzucht der Bakterienkulturen erfolgt in Serilen
Reagenzgldsern. Escherichia coli wird in Hussgkultur unter guter Beltftung bel 37°C im Schiittler
inkubiert; dies erfolgt entweder in LB-Medium oder in einem mit enem Antibiotikum versetzten LB-
Medium.

Auf Festmedien wird E. coli mit einer serilen Platindse im Verdinnungsausdtrich dberimpft und
bel 37°C im Brutschrank inkubiert.

Antibiotika: Ampicillin 1200 ng/ml Stammlésung  100mg/ml in H.O
Tetracyclin 12,5 ng/ml Stammlosung 12,5 mg/ml in 70% EtOH
Kanamycin 70 ng/ml Stammlésung 10 mg/ml in H,O

Chloramphenicol 25 ng/ml Stammldsung 34 mg/ml in 100% EtOH

Festmedien: 1,5% (w/v) Bacto-Agar in LB-Medium

3.1.2. Anlegen von Dauerkulturen

Fur Dauerkuturen von E. coli werden 1 ml ener dationar gewachsenen Bakterienkultur
abzentrifugiert und das Zdlpelet mit 500 M derilem, 20%igem Glycerin (viv) in LB-Medium
vermischt und in 2 ml Nunc-Reaktionsgefd3en mit Schraubdeckeln bei - 80°C eingefroren.
3.2.  Kultivierung héherer eukaryontischen Zellen
3.2.1. Zdlenvermehrungin Suspension

Alle Arbeten werden unter Laminaflul? mit autoklavierten oder Seilfiltrierten Lésungen,

autoklavierten Glaswaren und mit vom Hergdler entkeimten Kundsoffmaeridien sowie
Nahrmedien durchgefihrt. Die tellweise adhérenten HelLaZelen werden in Joklik-Medium, bel
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37°C, 5% CO; und 95% Luftfeuchtigkeit gehdten. Das Medium wird mit 5% FCS (Viv),
2 mM L-Glutamin sowie 75 U/ml Penicillin und 50 ng/ml Streptomycin supplementiert. Vor
Gebrauch wird das FCS 30 min bel 55°C hitzeinaktiviert. HelLa-Zdlinien werden bis zu einem
Kulturvolumen von 200 ml in Medium hochgezogen, welches 200 g/ml Neomycin (G418) enthdlt.
Be groféeren Voluminain Spinnergefélien (10 Liter) wird auf diese Sdektion verzichtet. Die 8wql6-
Hybridomasuspensonszdllen werden in RPMI 1640-Medium gehalten, das entweder mit 5% (v/v)
FCS oder 2% (viv) Ultroser-L6sung supplementiert wird. Die Hdtung efolgt in horizonta
gelagerten Zdlkulturflaschen oder Spinnergefélien auf Magnetriihrern. Suspensions-zellen werden
jeden Tag 1:2 verdinnt und so bel einer kongtanten Zdldichte von 5,5 x 10° Zdlenml gehdten. Bel
logarithmischen Wachstum verdoppdt sch die Zdldichte be 37°C in 24 h. In einer Neubauer-
Zéhkamme werden unter dem Lichtmikroskop die Zdlen gezéhlt. Alle kontaminierten
Einwegmaterialien werden autoklaviert und dann dem Abfdl zugeftihrt. Mediumreste werden durch
Hypochlorid-Losung Seriligert.

3.2.2. Anlegen von Dauerkulturen

Fur Dauerkulturen eukaryontischer Zelen wird eine logarithmisch wachsende Suspensonskultur
abzentrifugiert (Heraeus, 1500 rpm, 5 min). Es werden je 1x 10" Zdlen mit 1 ml eiskaltem Freeze-
Medium aufgenommen, und in 2 ml Nunc-Resktionsgefd3en mit Schraubdecken gut warmeisoliert
48 h be -80°C gdagert. Endglitig gelagert werden die Aliquots in flissgem Stickstoff. Zum
Auftauen werden die Zdlen rasch auf 37°C erwdrmt, mit 10 ml komplettem Medium vermischt,
abzentrifugiert (Heraeus, 1500 rpm, 5 min), und in 10 ml neuem Medium resuspendiert.

Freeze-Medium:; 80 % (v/v) RPMI- bzw. Joklik-Medium
10% (v/v) FCS
10% (v/v) DMSO

3.3. Hefekulturen

3.3.1. Anzucht auf Agarplatten

Aus Glycerin- oder Hussgkulturen wurden mit ener derilen Impfése die Hefen auf
entsorechenden Agarplatten ausgestrichen. Hussgkulturen konnten nach geeigneter  Verdinnung
auch direkt ausplattiert werden um vereinzelte Kolonien zu bekommen. Die Platten werden bel 30°C
fur 2-10 Tage inkubiert. Fur die Bestimmung der Temperatursengitivitét wurden die Platten bel 37°C
oder 16°C inkubiert.
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3.3.2. Vermehrung in Flussigkultur

Zur Anzucht von Hefen wurden Einzelkolonien von Kulturplatten in 5-20 ml des entsprechenden
Mediums angeimpft und tber Nacht bei 30°C unter Schiitteln inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde
in frischem Medium auf eine Dggo= 0,1 verdiinnt und unter Schitteln (200 rpm, aerobe Bedingungen)
weiter ba 30°C inkubiert. Entsprechend der weiteren Verwendung der Hefen wurden sie bel
unterschiedlichen OD-Werten geerntet. Fir Transformationen sollten sch die Hefen in der frihen
logarithmischen Wachstumsphase befinden, d.h. se wurden ba einer ODgy zwischen 0,6 - 0,8
geerntet. FUr Protelnextraktion konnten se bis zu einer ODgoo VOn 3 wachsen.

3.3.3. Sammhaltung

Ubernachtkulturen der einzelnen Stamme wurden abzentrifugiert und das Zellpellet wurde mit
60% Glycrinin 1 x TE resuspendiert, bel - 80°C eingefroren. Um Glycerinkulturen von Plattenkultur
anzulegen, mul¥en die Hefen dicht auf ener Plate ausgeschtrichen werden. Nach 2 - 3 tagige
Inkubation bel 30°C wurde der Zelrasen mit einer Impfose abgekratzt und in 60% Glycerin in 1 x
TE suspendiert. Glycerinkulturen sind bel - 80°C fur mehrere Jahren haltbar.

3.4. DNA-und RNA-Arbeitstechniken

3.4.1. Bestimmungder Konzentration und Reinheit einer Nukleinsiure-Pr&par ation

Die Konzentration der DNA-L6sung wird Uber ihre Absorption bel 260 nm ermittelt. Dabel
entspricht 1 OD,g, einer Konzentration von 50 g ds-DNA/m. Als Kriterium fir die Reinhet ener

DNA-Prdparation wird das Verhdtnis OD,g0/OD,g, herangezogen. Fir reine DNA schwankt
dieser Wert je nach G/C-Gehdt der Probe zwischen 1,8 und 2,0. Niedrigere Quotienten zeigen

Proteinverunreinigungen an, hohere lassen auf die Anwesenheit von RNA schlief3en. Ba RNA-
L6sungen entspricht 1 OD,g einer RNA-Konzentration von 40 ng/ml.

3.4.2. Chloropane-Extraktion und Fallung von Nukleinsduren

Die Chloropane-Extraktion ist eine Routinemethode zur Denaturierung und Entfernung von
Proteinen aus Ldsungen von Nukleinséuren und Proteinen. Wenn nicht anders beschrieben, wird die
Nukleinsdure-Losung mit eénem Volumenanteil Chloropane versatzt, auf dem Vortex vermischt, und
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fir 3 min bei RT zentrifugiert (Eppendorf-Tischzentrifuge, 14.000 rpm, RT). Der Uberstand wird in
ein neues Reaktionsgefal? Uberfiihrt, mit einem Volumenantell Chlorofornmv/isoamylakohol [24:1(vV)]
gemischt und erneut fir 3 min zentrifugiert (Eppendorf-Tischzentrifuge, 14.000 rpm, RT). Der
walyige Uberstand wird abgenommen und in en neues ResktionsgefaR Uberfilhnt. Restliches
Chloropane wird durch anschliel}ende Ethanol-fdlung der DNA entfernt. Bel der Zugabe von
Alkohol kommt es in Gegenwart relaiv hoher Konzentrationen an monovadenten Kationen zur
Aggregation der Nukleinsdure-Molekile und zur nachfolgenden Prézipitation. Niedermolekulare
Oligonukleotide, Nukleotide und Saze bleiben dabel in Lésung. Die Nukleinsduren werden aus der
Lésung durch Zugabe von 1/10 Volumenantel 3 M Natriumacetat (pH5,0) und 2,5
Volumenanteilen eiskdtem Ethanol (100%) gefdlt. Der Ansatz wird vermischt und 10 - 20 min bel -
20°C inkubiert. Nach einer zehnminitigen Zentrifugation (Heraeus Biofuge 28 RS, 20.000 rpm,
4°C) wird das Prézipitat mit 70%igem Ethanol gewaschen, nochmas fir 10 min zentrifugiert und in
der Lyophille getrocknet. Schlieldich wird die DNA in einem gegigneten Volumen TE gel64t.

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

3.4.3. Renigungvon DNA Uber Gdfiltration

* Reinigung uber eine Sephadex G50: Die DNA wird in eénem Volumen bis 0,1 ml auf @ne mit
TE &quilibrierte 1 ml Sephadex G50-Saule (" Nick column”, Pharmacia) aufgetragen. Die Saule wird
mit TE duiert und der Durchlauf fraktioniert gesammet. Die erste Fraktion von 0,35 ml wird
verworfen, in der zweiten Fraktion von 0,4 ml duiert die DNA. Hierbel werden Salze, Nukleotide
;Jznd grobe Verunreinigungen abgetrennt. Bevorzugt wird die Methode zur Abtrennung der DNA von

P-markierten Nukleotiden eingesetzt. Es konnen noch einzd-strangige Oligonukleotide einer Lange
von 20 - 25 Basen von freien Nukleotiden abgetrennt werden.

* Reinigung Uber eine " micro-spin column™: Diese Methode hat sich bei der Reinigung langer
DNA-Fragmente (230 bp) bewdhrt, die in EMSAS eingesetzt wurden. Dazu wird das Volumen
eines Markierungsansatzes mit TE auf 50 pl aufgeftllt. Die mit TE &quilibrierte Gdfiltrationssaule wird
auf dem Vortex gut durchmischt und anschliel3end nach Abbrechen des unteren Verschlusses mit
leicht gedffnetem Deckd auf ein Eppendorf-Resktionsgefdd gesetzt. Zur Entfernung von
Uberschiissgem TE wird die Saule zentrifugiert (Tischzentrifuge, 3.500 rpm, 1 min) und anschliel2end
auf en frisches Eppendorf-Reaktionsgefdd gesetzt. Die Saule wird mit dem Markierungsansatz
beladen und erneut zentrifugiert (Tischzentrifuge, 2 min, 3.500 rpm). Das gereinigte DNA-Fragment
befindet sch unverdinnt im Eluat. Zur Aktivitdsbesimmung wird 1 pl im Szntillationszéhler
gemessen.
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3.4.4. Reinigung von DNA lber DE52-Saulen

DNA kann in biebigen Volumina in 0,2 x STE-Puffer auf mit 0,2 x STE &quilibrierte Saulen
aufgetragen, ebenfdls mit 0,2 x STE gewaschen und mit 0,5 x STE duiert werden. Hierbel werden
dle Sdze, Nukleotide und vidle Proteine abgetrennt. Dazu werden 0,5 ml Sdulen-materid in eine mit
dlikoniserter Glaswatte verschlossene 1 ml Plagtikspritze gegeben. Die Saule wird mit 0,2 x STE
aquilibriert, mit der DNA bdaden, funfma mit je 05 ml 0,2 x STE gewaschen, und schlieldich
dreima mit 0,15 ml 0,5 x STE duiert.

Mit diessr Methode werden radioaktiv markierte DNA-Proben fir das Durchmustern von
Genbanken sowie fir Northern Blot Analysen Uber DE5S2 gereinigt. Es hat sich bewéhrt, diese
Proben vor der Hybridiserung steril zu filtrieren, um weniger Hintergrundsignae zu erhdten.

0,2x STE: 200 mM NaCl in TE
0,5x STE: 500 mM NaCl in TE

3.4.5. Minipraparation von Plasmid-DNA aus E. coli (Del Sal et al ., 1988)

2 ml einer UN-Kultur werden abzentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge, 14.000 rpm, 30 s, RT). Der
Uberstand wird moglichst quantitativ abgenommen und verworfen. Das Sediment wird in 200 ml
STET-Puffer mit 2 mg/ml Lysozym auf dem Vortex suspendiert. Nach einer funfminttigen Inkubation
bel RT werden die Proben in einem Heizblock 45 s bis 60 s auf 95°C erhitzt und anschlief3end
10 min ba RT zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge, 14.000 rpm). Die Bakterienreste mit der
chromosomaden DNA snd nach der Zentrifugation zu einem gdlertartigen Klumpen verdichtet, der
mit enem Zahndocher restlos aus dem Resktionsgefdd entfernt wird. Zum plasmidhdtigen
Uberstand werden dann 8 ml einer 5%igen CTAB-Losung (w/v; in H,0) pipettiert. Das entstehende
Prézipitat wird nach ener finfminttigen Inkubation ba RT abzentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge,
14.000 rpm, 10 min, RT) und, nachdem der Uberstand restlos entfernt worden ist, wieder in 300 mi
1,2 M NaCl gdogt. Die Nukleinsauren werden anschliel3end durch Zugabe von 750 ml absolutem
Ethanol gefdlt, nach ener finfmindtigen Inkubation bel RT abzentrifugiert (Heraeus Biofuge 28 RS,
20.000 rpm, 10 min, 4°C), in 750 ml 70% Ethanol gewaschen und dann erneut zentrifugiert. Das
Prézipitat wird 5min im Olpumpenvakuum getrocknet und schlielich in 50 m TE-Puffer
aufgenommen. Zwischen 3m und 5m diesr Préparation reichen fir ene andytische
Redtriktionshydrolyse aus.

STET-Puffer: 8% (w/v) Saccharose
0,1% (v/v) Triton-X-100
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50 mM EDTA
50 mM Tris-HCI, pH 8,0

3.4.6. Amplifikation von DNA mit der Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Zur Amplifizierung von NC2a - und NC2b/Dr1-Derivaten aus Plasmid-DNA bzw. aus Hela
cDNA lber die Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et al., 1988) wird Tag- oder Vent-DNA-
Polymerase verwendet. Die Vent-DNA-Polymerase bestzt ene 3®5 "Proofreading’-
Exonukleasesktivitét, die im Verglech zur Tag-DNA-Polymerase zu einer zehnfach hoheren
Genauigkeit der DNA-Synthese fihrt. Ein weiterer Unterschied zur Tag-DNA-Polymerase besteht
darin, dal3 die Reaktiongprodukte glatte Enden besitzen, was die nachfolgende Klonierung erleichert.

Der Reaktionsansatz enthdt jeweils 200 pmol Primer, 100 ng genomische (oder 20 ng Plasmid)
DNA, 400 uM jedes dNTPs, 10 pl des vom Hergdler mitgdieferten 10 x PCR-Puffers und 0,5
Enzym-Mix in enem Gesamtvolumen von 100 pl. Der Ansaiz wird auf Eis zusammenpipettiert und
die Reaktion durch Zugabe des Enzyms be 94°C in der PCR-Maschine gestartet ("Hot gtart™).
Dadurch werden unspezifische Paarungen der Primer in der ersten Amplifikationsrunde vermieden.
Die Hybridiserungstemperatur wird mit Hilfe des Computer-Programms OLIGO 4.0-s bestimmt; fir
jedes G oder C im hybridiserenden Bereich der PCR-Primer ergibt sich eine Erhéhung der
Temperatur (von 0°C ausgehend) um ca. 4°C, fir jedes A oder T eine Erhéhung um ca. 2°C. Die
Polymerisationsdauer wird durch die Lange der zu amplifizierenden Sequenz bestimmt, da die
Synthesegeschwindigkeit der verwendeten hitzestabilen Polymerase bel 72°C be ca
1000 Nuklectiden pro min liegt. Im folgenden ig en Bespid fir die Amplifikation von PCR-
Fragmenten bis zu 1 kb in einer PCR-Maschine angegeben:

Zyklenummer 1 2-3 4-25 26
Denaturierung M°C  120s MI°C 30s MI°C  30s

Hybridisierung 56°C 30s 62°C 30s

Elongation 72°C 60s 72°C 60s 72°C 5min

Es wird dabel eine anfangliche Hybridiserungstemperatur der Primer von 56°C voraus-gesetzt.
Durch zusétzliche DNA-Sequenzen mit Restriktionsschnittstellen am 5-Ende des Primers wird nach
den ersden Amplifikationsrunden die Hybridiserungstemperatur auf 62°C erhtht. In der letzten
Runde werden in dem verléngerten Elongationsschritt evtl. nicht fertig synthetiserte Produkte
aufgefllt.  Jewels 5y enes PCR-Ansazes werden anschlielend Uber  ene
Agarosegelelektrophorese analysert.
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Um eine amplifizierte cDNA gerichtet in den bakteriellen Expressonsvektor pET15b kloniert zu
konnen, bedtzen die Primer Ublicherweise Schnittstelen fur die Redriktions-enzyme Ndel und
BamHlI.

10 x Vent-PCR Puffer: 100 mM KCl
200 mM Tris/HCI, pH 8,8 (25°C)
100 mM (NH4)2S04

20 MM MgSO4
1% (v/v) Triton X-100

3.4.7. Restriktionshydrolyse von DNA

Im dlgemeinen werden 3-5m ener CTAB-Plasmidminipréparation (300-600 ng) in enem
Volumen von 10m hydrolysert. Die Ansiize enthdten neben dem fir das jewellige Enzym
optimaen Redriktionspuffer noch 0,5-1 ng/ml RNase A und 0,5-1 m des Restriktions-enzyms (2-
10 U). Die Reaktionen werden fir 1 h bel der vom Hergtdler angegebenen optimaen Temperatur
inkubiert. Soll eine Spatung mit zwe verschiedenen Enzymen durchgefiihrt werden, kann en
Doppeverdau in einem Spatungsansatz durchgeftihrt werden, sofern beide Restriktionsenzyme unter
gleichen Pufferbedingungen spdten. It dies nicht der Fall, wird die Nukleinsdure zunéchst mit enem
Enzym geschnitten, der Ansatz mit Chloropane extrahiert, die DNA mit Ethanol gefdlt und
anchliel¥end mit dem zweiten Enzym hydrolysert.

RNase A: 10mg/ml in
10 mM TrissHCI, pH 7,5
15mM NaCl
15 min kochen

3.4.8. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Geleektrophorese wird in horizontden Gelgpparaturen durchgefihrt. Je nach der
Grofde der zu trennenden Nukleinséure-Fragmente schwankt die Agarosekonzentration zwischen
0,7% und 2% (w/v). Als Laufpuffer dient 1x TBE; die aufzutrennenden Proben werden in 1 X
Auftragspuffer aufgetragen. Um die Nukleinsturen unter UV-Licht schtbar zu machen, wird der
Gdl6sung unmittelbar vor dem Giel2en Ethidiumbromid (0,5 ng/ml Endkonzentration) zugesetzt oder
das Gd 30 min in 1 x TBE mit Ethidiumbromid nachgefé&rbt. Die Elektrophorese erfolgt bel einer
Feldstarke von 5 V/iem.
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5 x Auftragspuffer: 30% (v/V) Glycerinin H,O
0,25% (w/v) BPB
0,25% (w/iv) XC

3.4.9. Elution von DNA aus Agar osegelen

» Gelelution mittels des " Gel Elution Kit" (Qiagen): Das ausgeschnittene Agarosegelstiick mit
dem gewiinschten DNA-Fragment wird in ein Eppendorf-Reaktionsgefal transferiert, gewogen, und
mit dreé Volumenanteilen Puffer QX1 versetzt. Nach 10 min Erhitzen auf 50°C und zwe- bis
dremdigem Mischen ig die Gematrix gdost. Man setzt 10m 3 M NaOAc (pH 5,0) zu und
pipettiert die Losung auf ene Sauleneinhet (QIAquick Spin Column), die in eénem 2m
Resktionsgefdl3 plaziert ist. Nach 1 min Zentrifugation (Tischzentrifuge, 14.000 rpm) bei RT wird die
gebundene DNA mit 0,75m PE-Puffer gewaschen, und nach 5min Stehenlassen erneut
zentrifugiert. Der Waschpuffer wird verworfen, und ein weiterer Zentrifugationsschritt befreit die
Saulenmatrix von letzten Pufferresten. Man plaziert die Sauleneinhet in ein neues 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefdl3, pipettiert 40 m TE auf die Matrix, bdd se fir 5 min auf RT und zentrifugiert die
eluierte DNA &b (Tischzentrifuge, 14.000 rpm).

Die Puffer QX1 und PE sind dem Kit beigefugt.

* "Freeze-thaw" -Methode: Die gewinschte DNA-Bande wird unter UV-Licht be ener
Welenlange von 365 nm detektiert und ausgeschnitten. Nach dem Transfer in eine Ultrafree-
Filtereinheit wird die Probe auf Trockeneis eingefroren und b RT aufgetaut. Viermdiges
Wiederholen dieser Prozedur vervollsténdigt die Zerstorung der Gelmatrix. Das Gelstiickchen wird
in habgefrorenem Zugtand zentrifugiert (Sigma 2K 15 Kihlzentrifuge, 2.000 rpm, 15 min, 4°C). Das
Eluat wird mit Chloropane extrahiert, die DNA wird mit EtOH gefdlt und in 10-50 M TE

aufgenommen.

- Elektroelution: Das Agarosege wird in seiner Gielform in die Elektrophoesegpparatur gelegt,
wobel darauf geachtet wird, dal3 der TBE-Puffer das Gel gerade nicht mehr bedeckt. Vor der
gewlnschten Bande wird mit dem Skapell en rechteckiger Trog ausgeschnitten, der mit ener
vorbehanddten Didysemembran (Spectropor, Ausschlul3volumen 9 kDa) ausgekleidet wird. Dieser
Trog wird mit ca. 0,3 - 0,4 ml 1x TBE-Puffer gefllt. Die Elektrophorese wird fortgesetzt, bis die
Bande in den Trog eingewandert ist, was unter UV-Licht einer Wellenlénge von 365 nm kontrolliert
werden kann. Schliefdich polt man die Elektroden fir 30s um, Ubeflihrt die DNA-hdtige
Pufferlsung in ein Eppendorf-Resktionsgefal3, extrahiert und fallt Se wie oben beschrieben.
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3.4.10. Reinigung synthetischer Oligodeoxyribonukleotide

Da die automatische Oligodeoxyribonukleotid-Synthese nicht mit 100%iger Ausbeute verlauft,
and in jeder Rohprgparation noch Oligodeoxyribonukleotide vorhanden, die kirzer ds das
erwinschte sind. Diese missen erst Uber eine Geldektrophorese abgetrennt werden. Dazu wird die
lyophiliserte Oligodeoxyribonukleotidpréparation in 40 m H,O aufgenommen und mit enem
Volumenantell Formamid-Auftragspuffer versetzt. Es schlidd dch eine gddektrophoretische
Auftrennung in @nem 15mm dicken, 11 - 15%igem (je nach de Lénge der
Oligodeoxyribonukleotide) denaturierenden Polyacrylamidgel an. Nach der Geldektro-phorese kann
die der DNA entsprechende Bande durch UV-Loschung be 254 nm schtbar gemacht und
auggeschnitten werden. Die zerkleinerte Gelmatrix wird mit 500 mi H,O Uber Nacht bei 37°C
gechiittet. Durch eine Zentrifugation in einer Millipore Ultrafree Filtereinhelt (Eppendorf-Zentrifuge,
2.000 rpm, 10 min, RT) werden Polyacrylamid-bruchstiicke von der wassrigen Lésung abgetrennt.
Durch Zugabe von 1/100 Volumenanteil 1M MgCl,, /10 Volumenanteil 3M Natriumacetat (pH
50) und 25 Volumenanteilen eskdten Ethanol (100%) werden die Oligodeoxyribonukleotide
gefdlt. Nach zehnminUtiger Kihlung bel - 20°C wird die DNA abzentrifugiert (Heraeus Biofuge 28
RS, 20.000 rpm, 10 min, 4°C) und nach enem Waschschritt mit 70% Ethanol und Trocknung in der
Lyophille in 50m H,O aufgenommen. Zur Konzentrationsbestimmung wird ein Aliquot dieser

L6sung 1:200 verdiinnt und die optische Dichte bel 260 nm gemessen.

Formamid-Auftragsl dsung: 0,1% (w/v) BPB
0,1% (w/v) Xylencyanol
0,5mM EDTA
98% (v/v) Formamid

3.4.11. Radioaktive Markierung von Oligodeoxyribonukleotiden am 5 -Ende

Oligodeoxyribonukleotide tragen synthesebedingt keinen Phosphatrest an ihrem 5'-Ende. Einzel-
oder doppelstrangige DNA wird mit T4-Polynukleotidkinase am 5°-Ende der DNA markiert und
zum Beispid fir die Ligation in dephosphorylierte Vektoren vorbereitet.

Fur die Endmarkierung werden 10 pmol dephosphorylierter DNA mit 1U T4-Polynukleotid-
kinase in Gegenwart von 50 mCi (16,5 pmol) ¢-[*’PJATP in dem vom Hersteller mitgeliefer-ten
Kinase-Puffer 1 h bei 37°C inkubiert. Das Enzym wird sukzessve in zwel Aliquots & 05m
zugegeben, da es be 37°C ene geringe Habwertszeit bestzt. Anschliel3end wird die DNA vom
restlichen ATP wie in Kapitel 3.4.3 beschrieben tber Sephadex G-50 abgetrennt. Wird DNA mit
unmarkiertem ATP phosphoryliert, liegt die ATP-Konzentration be 10 M und es werden 0,5 U
Polynukleotidkinase pro pmol DNA-Fragment eingesetzt.
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10 x Polynukleotidkinase-Puffer: 700 mM Tris/HCI, pH 7,6
100 mM MgCl2

50 mM DTT

3.4.12. Dephosphorylierung von DNA

Die akdische Phosphatase aus Kédberdarm entfernt in einem linearen, doppelstrangigen DNA-
Molekil endsténdige 5-Phosphatgruppen. Eine Entfernung von Phosphatresten wird durchgefiihrt,
wenn ba Klonierungen die interne Religation eines Vektors durch die anschliel¥ende DNA-Ligase-
Resktion verhindert werden soll.

Es werden in enem Resktionsansatiz 0,1U Enzym pro pmol DNA mit kohdsven 5-
Uberhéngenden Enden eingesetzt. Die Resktion wird fir 1 h be 37°C im Resktionspuffer
durchgefihrt. Zur Inaktivierung der akalischen Phosphatase wird dann EDTA (pH 8,0) zu ener
Endkonzentration von 5 mM zugegeben und 10 min auf 75°C erhitzt. Die DNA wird anschlief3end
mit Chloropane extrahiert und mit Ethanol gefdlt.

Phosphatasepuffer: 50 mM NaCl
10 mM TrisHCI, pH 7,9
10 mM MgClo

1mM DTT

3.4.13. Auffullen von 5 -0ber hdngenden DNA-Enden

Das Klenow-Fragment ist die grof3e Untereinheit der DNA-Polymerase | aus E. coli, der die
5® 3 Exonukleaseaktivitdt fehlt. In Gegenwart von Deoxyribonukleotiden flllt das Klenow-
Fragment 5 -Uberhdngende DNA-Enden auf. Dazu werden in einem Volumen von 50 pl 0,1 bis 1 g
DNA, 5ul 10x Klenow-Polymerase Puffer, 100 uM dNTPs und 5 U Klenow-Polymerase fir
20 min bel RT inkubiert. Das Enzym wird anschliel3end fir 20 min bei 75°C inaktiviert.

Fur die radioaktive Endmarkierung von Oligodeoxyribonukleotiden enthdlt die Resktion: 10 pmol
DNA, 2 ul 10 x Klenow-Polymerase Puffer, 5U Klenow-Polymerase, 1 mM dGTP, 1 mM dCTP,
1mM dTTP, und 5ml a-[SZP]dATP (3000 Ci/mmal) in enem Gesamtvolumen von 20 pl. Die
Reaktionen werden fur 30 min bel RT inkubiert. Die Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide erfolgt
Uber eine Sephadex G50-Saule. Die radioaktiv markierten Oligodeoxyribonuklectide kdnnen bis zu
6 Wochen bel -20°C gelagert werden.

De Einbau des terminden Nukleotids verlauft sehr uneffektiv (5-10%). Be radioaktiven
Markierungen sollten Nukleotide daher an der innersen Postion, zumindest aber an der
2weltaulRersten Pogition eingebaut werden.
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10 x Klenow-Polymerase Puffer (New England Biolabs): 100 mM Tris/HCI (pH 7,5)
50 mM MgCl2

5SmM DTT

3.4.14. Ligation von DNA

Zunéchst werden Aliquots der zu ligierenden DNA-Fragmente nebeneinander auf einem
Agarose-Ge aufgetrennt, um die Mengenverhdtnisse abschétzen zu kénnen. Fir die Ligation wird
ein molares Verhdtnis Fragment:Vektor von 3:1 bis 5:1 gewéhlt, wobel die Gesamtmenge an DNA
zwischen 50 ng und 100 ng liegt. Vektor-DNA, die lediglich mit eéinem Redtriktionsenzym linearisert
wurde, wird im dlgemeinen vor der Ligationsresktion an ihren Enden dephosphoryliert, um ene
Rdigation des Plaamides zu verhindern. Gilt es lediglich, einzelne DNA-Fragmente zu zirkularisieren,
o wird in einem 50 M Ansatz ligiert, wahrend man bei dem Einsetzen von Fragmenten in Vektoren
in eénem Resktionsvolumen von 20 m arbeitet. In den Ansétzen sind aulRer den DNA-L6sungen und
Wasser noch 1/10 Volumenanteil 10 x Ligasepuffer und T4-DNA-Ligase (200 - 400 U der Ligase
von New England Biolabs, bzw. 0,5- 1 U der Ligase von Boehringer Mannheim) enthdten. Die
Resktion erfolgt 3- 16 h bei 16°C.

10 x Ligasepuffer (New England Biolabs): 500 mM Tris-HCI, pH 7,5
100 mM MgCl,

100mM DTT
10mM ATP
25 my/ml BSA

3.4.15. Herstelung transfor mationskompetenter E. coli (hach M. Scott, unver 6ffentlicht)

Der Bakteriensamm wird auf einer LB-Plate ausgedrichen, die gegebenenfals mit einem
gedigneten Antibiotikum versetzt ist, und UN bei 37°C bebriitet. Eine einzelne Kolonie wird in 20 ml
TYM bis zu ener ODgyo von 0,2 - 0,8 vermehrt. Die Suspension wird auf 100 ml TYM verdinnt
und in enem 1 Liter-Kolben bis zu einer ODgqq von 0,6 gezogen. Nun wird durch sanftes Schiitteln
des Kolbens in einem Eis’Kochsd zbad rasch auf 0°C heruntergekdhlt, bei 4000 U/min und 0°C im
GSA-Rator 15 min zentrifugiert und das Sediment vorgchtig in 100 ml TfBI suspendiert. Danach
wird wie oben, jedoch nur 8 min, abzentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Sediment
durch vordchtiges Schiitteln auf Eis in 20 ml kaltem TfBIl suspendiert. Schliedich werden 0,1 ml
Aliquots in vorgekihlte Eppendorf-Gefdde pipettiert, in flissgem Stickstoff eingefroren und be -
80°C aufbewahrt.



38 Material und Methoden

TYM-Medium: 2% (w/v) Bactotrypton
0,5% (wi/v) Hefeextrakt
100 mM NaCl
10mM MgSOy

TiBI: 30 mM KOAc
50 mM MnCl2

100 mM NaCl
10 mM MgSOy4

TEBII: 10 mM MOPSpH 7,0
75mM CaCly

10mM KCl
10% (v/v) Glycerin

3.4.16. Transformation kompetenter E. coli (hach M. Scott, unver 6ffentlicht)

100 m einer kompetenten E. coli Suspenson werden auf Eis aufgetaut und 20 - 50 i @nes mit
TE 1.5 verdinnten Ligationsansaizes vorschtig zugemischt. Der Ansaiz wird 30 min auf Eis
inkubiert, 5 min auf 37°C ewamt, erneut 2 min auf Eis geselt und schliedich mit 0,9 mi
vorgewarmten LB-Medium vermischt 45 - 60 min bel 37°C geschiittdt. Je nach eingesetzter DNA-
Menge werden 50m bis 1000 M Aliquots auf LB-Agarplatten mit Zusatz von Antibiotikum
ausgestrichen und UN bei 37°C inkubiert.

3.4.17. Klonierung von verschiedenen NC2-Derivaten

34.17.1. Klonierung von NC2-Deletionsmutanten

NC2a- und NC2b-Deetionsmutanten a 8-80, a8-88, a8-125 und b10-129 wurden mit den
entsprechenden Primerpaaren a8to13/a30, a8to13/a88, a8to13/al25 und b10to16/b129 aus der in
PET15b kionierten NC2a (NC2b)-cDNA Uber PCR amplifiziert. Nach Hydrolyse mit Nde | und
BamH | wurden die PCR-Produkte in ein modifiziertes pET15b-Plasmid kloniert, das mit Nde | und
BamH | geschnitten worden war, bzw. in ein pET11a-Derivat umkloniert.

Um die NC2-Deetionamutanten in die Hefeexpressionsvektor (pMAC102 oder pJX14) zu
klonieren, werden de zuerst ds Ndel/BamH |-Fragmente aus dem pET15b-Vektor ausge-
schnitten. Die 5'-Uberhéngenden DNA-Enden wurden mit dem Klenow-Polymerase (beschrieben in
3.4.11) aufgeflllt. Die Fragmenten mit glatten Enden wurden anschlief3end in Hefeexpress onsvektor
ligiet, die mit Sma | geschnitten und dephosphordiert waren. Dabel wurden die Mutanten der
NC2a inspMAC102 und die der NC2b ins pJX14 kloniert.
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3.4.17.2. Klonierung von NC2-Punktmutanten (M utagenese nach Kunke et al., 1987)

Fur die Mutagenese nach Kunkd wird uracilhdtige Einzestrang DNA bendtigt. Dieser wird
gewonnen erstens durch Transformation von kompetenten dut’, ung’ E. coli CJ236 Zdlen (Lindahl,
1974; Konrad and Lehman, 1975; Duncan et al., 1978; Hochhauser and Weiss, 1978) mit
Plasmid-DNA (pRCCMV-hNC2a oder pRCCMV-hNC2b) und zweitens durch die Infektion
dieser Transformanten Uber F-Pilis mit dem Heferphagen M13K07 (Dotto and Zinder, 1984,
Phamacia) und anschlief3ender Einzelstrangprdparation. Der Helferphage verpackt den uracilhatigen,
enzddrangigen, plus Strang und knospt ds Phage aus der infizierten Zdlen. Aus den sch im
Uberstand befindlichen Phagenpartikeln wird der uracilhaltige ss-Strang gewonnen.

Das Fehlen der durch dut kodierten dUTPase |8 die Konzentration an dUTP in Bakterienzellen
CJ236 angeigen. Dieses konkurriert dann mit dTTP um den Einbau in die DNA. Da diese Zéellen
durch den ung’ nicht Uber das Enzym Uracil-N-Glykos dase vergniigen, wird in die DNA eingebaute
Uracil nicht wieder entfernt. Dieser gewonnene uracilhdtige Einzelstrang wird im Rahmen der in
vitro-Mutagenese mit enem am 5-phosphordierten Primer, das die Mutation beinhatet,
hybridisert, welcher mit Hilfe der T4-DNA-Polymerasaverlangert und Uber die T4-DNA-Ligase
zirkuliert wird. Die so gebildete Heteroduplex-DNA wird in einen dut™, ung® E. coli-Stamm SURE
transformiert. Die Uracil-N-Glykosdase schédigt nun durch Entfernung der Uracilreste den parenta
Strang und verschaft so der gewlnschte Mutante enen Sdektionsvotell in der ersten
Replikationsrunde. Die so erzeilte Mutangeneseausbeute liegt bel hoher as 50%.

- Synthese von Einzelstrang-Phagen-DNA: Die Prgparation der Phagen-Einzelsirang-DNA
erfolgt nach der Protokoll von Sambrook et al., 1989.

10 ng Plasmid-DNA (pRCCMV-hNC2a oder pRCCMV-hNC2b) werden in die Bakterien
CJ236 transformiert und auf LB-Agarplatten mit Ampicillin (100 pg/ml) und Chloramphenicol (25
pg/ml) UN bei 37°C inkubiert. Am néchsten Morgen werden 3 ml 2xY T-Medium (enthalt 100 pg/ml
Ampicillin und 25 pg/ml Chloramphenicol) mit einer Bakterienkolonie angeimpft und 6 h bel 37°C,
200 rpm geschiittelt. Nach Zugabe von Helferphagen M 13K 07 in einer Endkonzentration von 2x10
pfuw/ml Medium wird die Bakterienkultur 2 h bel 37°C, 200 rpm inkubiert. Kanamycin wird in ener
Endkonzentation von 70 pg/ml zugegeben und die Kultur wird UN bei 37°C, 200 rpm geschiittelt.

- Praparation der ss-DNA: Die Bakteriensuspension wird zur Priparation der Einzelstrang-DNA
bei 4°C, 1000 rpm fir 15 min abzentrifugiert. Der phagenhdtige Uberstand wird in ein frisches
Resktinagefdd Uberfihrt und erneute unter gleicher Bedingungen abzentrifugiert. Der zweite
Uberstand mit Phagenpartikeln wird gefdlt durch Zugabe von 1/5 vol. 5x PEG/NaCl und eine
Inkubation von 15 min bel RT. Die Phagenpartikeln werden durch eine Zentrifugation bel 14000 rpm
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fir 10 min peletiert und in 100 yl TE aufgenommen. Nach Zugabe von 50 pl Phenol werden die
Phagensuspension kréftig gevortext fur 15 Sec. Die resuspendierte Phagen werden erneute inkubiert
be RT fur 15 min und gevortext. Nach ene zentrifugation mit voller Gechwindigkeit wird die ss-
phagen-DNA  mit 10 pml 8 mM LICIl und 250 pu  100% EtOH be
-80°C gefallt.

Die Konzentration der sssDNA-L6sungen wird photometrisch be der Wdlenlénge von 260 nm
bestimmt. Die Konzentration ergibt dsch fir ssDNA aus folgende Verhdtnis
1 ODgg0= 33 ug ssDNA/m.

- Annealing des Primers: Die 10 pl Annedlingsresktion enthdt 200 ng sssDNA und 3 pmol 5-
phosphordierte Primer (beschrieben in 3.4.11) mit Mutation und 1 pl 10x Anneding-Puffer. Die
Reaktion erfolgt Uber eine Aufkochen bei 95°C fir 5 min und darauffolgende abkiihlung auf RT. Die
Resaktionsgemisch wird dann auf Eis gelegt.

- Synthese des komplementaren DNA-Stranges: Zu der auf Eis befindlichen Reaktion werden
auf Eisin folgende Reihenfolge folgendes hinzupippetiert:

1 pl 10x Synthesepuffer

0,5 ul T4-DNA-Ligase (5 U/pl)

0,5 pl Gen 32-Protein (5 mg/ml)

1 pl T4-DNA-Polymerase (1 U/ul),

Dieser Ansaiz wird 5 min auf Eis, 5 min bei RT und 90 min ba 37°C inkubiert. Danach werde 90 pl
TE hinzugefiigt und der Ansatz bel -20°C gdagert. Zur Trandformation in E. coli SURE wird 10 pl
dieser DNA eingesetzt und auf LB-Amp-Platten ausplattiert.

Alle Konstrukte wurden mit den Primern T7 und T7down sequenziert.

2x YT-Medium: 16 g Bacto-Trypton
10 g Bacto-Y east-Extrakt
5gNaCl
ad H,O zu 1000 ml, pH7,4

5 x PEG/NaCl: 20% (wt/vol) Polyethylenglycol 6000
25M NaCl

10 x Annealing-Puffer: 200 MM TrisHCI, pH 7,4
20 mM MgCl,

500 MM NaCl

10 x Synthese-Puffer: 4mM jedNTPs
75mM ATP
175 mM Tris-HCl, pH 7,4
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37,5mM MgCl )
5mM DTT

Zur Klonierung der NC2-Punktmutanten in die Hefeexpressionsvektor (pMAC102 oder
pJX14), wurden sSe zuerst as Pst I/Not I-Fragmente aus dem pRCCMV-Vektor ausge-schnitten.
Die Fragmenten mit wurden anschlief3end in Hefeexpressonsvektor ligiert, die mit Pst I/Not |
geschnitten und dephosphoreliert waren. Dabel wurden die Mutanten der NC2a ins pMAC102 und
die der NC2b inspJX14 kloniert.

3.4.18. DNA-Sequenzierung
3.4.18.1. DNA-Sequenzierung nach dem Dideoxy-K ettenabbruchverfahren

Die DNA-Sequenzierung wird mit einem Sequenzier-Kit der Firma Pharmacia durchgefihrt, der
auf dem von Sanger et al. (1977) entwickelten Kettenabbruchverfahren basiert. Diese Methode
wurde fir die Sequenzierung von doppddrangiger PlasmidDNA  modifiziet (Chenand
Seeburg, 1985). Es werden die mitgdieferten "short range" Nukleotidprdparationen verwendet, die
eine Sequenzierung von bis zu 500 nt pro Reaktionsansatz ermoglichen. Die Resktionen werden
leicht modifiziert nach Empfehlungen des Hergtd lers durchgeftinrt.

 Denaturierung der DNA: 2 ug doppestrangige Plasmid-DNA werden in 0,2 N NaOH in 10 pl

Gesamtvolumen fir 10 min be RT inkubiert. Nach Zugabe von 2l Primer (5 pmol/ul) wird die
L6sung durch Zugabe von 3 pl 3M Natriumacetat und 5 pl ddH,O neutrdisiernt.

» Fallen der DNA: Nach Zugabe von 50 pl absolutem Ethanol wird der Ansaiz 10 min bel RT
inkubiert, anschlief?end 15 min zentrifugiert (Sorval-Kihlzentrifuge, 15.000 rpm, 4°C). Es folgt ein
Waschschritt mit 70%igem Ethanol (Sorval-Kihlizentrifuge, 5min, 15.000 rpm, 4°C). Die gefdlte
DNA wird fir 5 min in der Speed Vac getrocknet.

» Annealing: Die DNA wird in 10 pl ddH,O aufgenommen und nach Zugabe von 2 pl Anneding-
Puffer zunéchst fir 20 min bel 37°C inkubiert, anschlief®end 10 min bel RT belassen.

 Kettenabbruch und Markierung: Fir jeden Reaktionsansatz werden je 2,5 ul der ddNTP-
Terminationsgemische in  en  Resktionsgefdd pipettiet und be  37°C  vorinkubiert. Die
Markierungsreaktion der annealten DNA erfolgt durch Zugabe von 3 ul des Markierungs-gemisches
(dATP), 0,5 a-[**P-dATP (10 uGi/ pi) und 2 gl T7-DNA-Polymerase (verdiinnt mit Enzym-
Verdinnungspuffer auf 1,6 U/ pl). Nach funfminttiger Inkubation bei RT werden je 4,5 ul des
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markierten Reaktionsansatzes zu den Terminationsgemischen gegeben und 5 min bei 37°C inkubiert.
Die Resktion wird durch Zugabe von je 5 pl Formamid-Auftragspuffer gestoppt. Die Proben werden
kurz zentrifugiert und kdnnen bis zum Auftragen be -20°C gelagert werden. Es werden jewells
1,5 pl jeder Regktion nach dreimintitigem Erhitzen auf 95°C auf ein Sequenzgd aufgetragen.

Der Annealing-Puffer, der Enzym-V erdiinnungspuffer, die ddNTP-Terminationsgemische, und das Markierungs-
gemisch sind dem Kit beigefiigt.

Formamid-Auftragspuffer: 97,5% (v/v) deionisiertes Formamid
10mM EDTA pH 7,5
0,3% (w/v) Bromphenolblau
0,3% (w/v) Xylencyanol

3.4.18.2. (A+G)-Sequenzreaktion nach Maxam-Gilbert-Prozedure (Bencini et al., 1984)

Fur die Sequenzreaktion des DNase |- bzw. [OP],Cu’-Footprints wurden die (A+G)-Reaktion
dar Maxam-Gilbert-Prozedure durchgefihrt. Dazu wurde mit dem "Oligonukleotide-
Sequenzandyse" Kit der Firma Merck gearbeitet. 20 pl (50 x 5 =250 fmol) einsaitig 5-markierte
Doppelstréngige DNA wird mit 2 pl Carrier (Sdmon spermDNA, 2 pg/ul) vermischt und 50
Ameisensiure zugesetzt. Das Gemisch wird fur 3-4 min bal RT inkubiert und gestoppt mit 200 pl
"ACT-Stop"-L6sung. Nach Zugabe von 1 ml 100% katem EtOH wird die DNA gefdlt by einer
Inubation auf Trockenels fur 15 min. Nach Zentrifugation bei 4°C, 1000 rpm fur 10 min, wird das
DNA-Pdlet in 100 yl 0,3 M NaOAc aufgenommen und erneut mit 100%igem EtOH gefdlt. Nach
dem Waschen mit 70%igem EtOH wird das DNA-Pellet getrocknet. Das trockene Pdllet wird mit
100 pl verdinnter Riperidin (frisch verdinnt 1:10 mit ddH,0) resuspendiert. Der folgende Piperidin-
Verdau der DNA-Fragmente erfolg bel 90°C fir 30 min. Die Reaktion wird durch Zugabe von 400
p- Transkriptionsstop-Puffer gestoppt und die geschnittene DNA wird erneut gefdlt. Nach dem
Trocknen wird dein 30 pl Formamid-Auftragspuffer aufgenommen.

Die Ameisenséure, 3 M NaOAc-L6sung, der ACT-StopPuffer,und Piperidin sind dem Kit beigefiigt.

Transkriptionstop-Puffer: 10 mM TrisHCI, pH 7,8
0,1 M LiCl
0,5% SDS
7 M Hanstoff
10 mM EDTA, pH 8,0
0,3M NaOAc, pH 5,3
0,2 mg/ml tRNA

3.4.18.3. Anfertigung eines Sequenzgels und Durchfiihrung der Gelelektrophorese
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Fur die Anfertigung eines Sequenzgd s werden zwel Glagplaten grindlich mit Splimittel gereinigt,
mit dedtilliertem Wasser abgespiilt und mit Ethanol trocken gerieben. Die Ohrenplatte (20 cm x 50
cm) wird mit 15 ml 5%igem (v/v) Dichlordimethylslan (in Chloroform gelést) eingerieben und nach
kurzem Trocknen mit Ethanol poliert. Beide Platten werden dann - durch Abstandshdter (0,5 mm)
getrennt - waagerecht plaziert. Nach Einsetzen des Kammes werden 60ml ener 6%
Acrylamidiésung mit 300 pl 10%igem APS und 60 pl TEMED gemischt und die Losung sofort
zwischen die Platten gegossen. Dabel ist es von Vorteil, wenn die Glasplatten am oberen Ende leicht
erhoht liegen. Das Gdl polymerisert Uber einen Zeitraum von mindestens 1,5 h aus.

Die Elektrophorese erfolgt in einer vertikden Apparatur bei 1500 V (20 mA). Als Laufpuffer
wird 1 X TBE verwendet. Vor dem Probenauftrag erfolgt ein Vorlauf Uber mindestens 30 min bel
1500 V. Anschlief3end werden die Geltaschen mehrere Mae mit 1 x TBE gesplilt, um den aus dem
Gd herausgetretenen Harngtoff zu entfernen. Die Proben werden mit abgeflachten Pipettenspitzen
aufgetragen. Fir eine gleichmédge Erwarmung des Gds wéhrend des Laufs sorgt eine vor eine
Glasplatte geklammerte Aluminiumplatte. Nach der Elektrophorese wird die Ohrenplatte vorsichtig
abgenommen und die Haftplatte mit dem Gd fur 30 min in 10%iger Essgséure und 20%igem MeOH
eingeegt, um die DNA-Fragmente in der Gmatrix zu fixieren. Das G wird auf Whatman 3MM
Papier Uberfihrt, und 1 h bel 80°C (oder 2 h bei 65°C) unter Wasserstrahlvakuum getrocknet. Das
Gd wird be Verwendung von a-[32P]-dATP bel RT autoradiographiert.

Gellbsung: 6-13% (w/v) Acrylamid (Acrylamid: Bisacrylamid = 19:1)
8 M Harnstoff
in1x TBE
Die Acrylamidldsung wird filtriert und bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.

3.5.  Protein-Arbeitstechniken

3.5.1. Konzentrationshestimmung

Proteinkonzentrationen werden nach der Methode von Bradford bestimmt. Zunéchst wird eine
Eichkurve mit BSA ergdlt. Der Nachweis berunt auf der Beobachtung von Bradford (1976),
wonach das Absorptionsmaximum ener sauren Lésung von Coomasse Brilliant Blue nach
Aushildung von Proteinkomplexen von 465 nm zu 595 nm verschoben wird. Fir die Eichkurve
werden 1-20 ng BSA mit 1 ml 1.5 mit Wasser verdinnter und filtrierter Farblésung (Coomassie
Blue, Phosphorsiure, Methanol) gemischt. Nach funfminitiger Inkubation wird die Extinktion bel
595 nm gegeniiber dem Leerwert bestimmt. Mit den Proteinproben wird andog Verfahren und die

Proteinkonzentration aus der Eichkurve abgdesen. Erfahrungsgemdd ergibt sch aus einer
Proteinkonzentration von 5 ng/ml eine ODsg5 Von 0,2.
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3.5.2. SDS-Gelelektrophorese

Die dektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgt unter denaturierenden Bedingungen
[0,1% (w/v) SDS] Uber eine eindimensionale Polyacrylamid-Geldektrophorese (Laemmli, 1970).
Zum Giel¥en der Gele und fUr den Gellauf werden Mini-Gelapparaturen, Abstandshdter und Kémme
der Firma Hoefer verwendet. Zwe Glasplatten mit den Ausma3en von 8 cmx 10 cm werden
zunéchgt grindlich mit Spllmittd und enfach dedtilliertem Wasser gesiubert und trocken mit zwel
Abstandshaltern (0,75 mm) in ener Giel3gpparatur vertikd fixiert. Das Trennge wird bis zu einer
Hohe von 45cm zwischen bede Glagplaten mit ener dinnen Glaspipette gegossen und
anchlielfend mit 0,5 cm einfach dedtilliertem Wasser Uberschichtet, um ene glatte Gdfront zu
erhaten. Die Polymerisation des Trenngds ist nach ca 20 min beendet. Nach Abgiefien des
Wassars wird das Sammelgd 2 cm hoch Uber das Trenngd gegossen und sofort der Kamm
eingesatzt. Nach ungefahr 10 min ist die Polymerisation des Sammelgdls beendet, der Kamm wird
vorgchtig entfernt und das Gel in ene vertikde Gdeektrophorese-Apparatur mit 1 x TGS ds
Laufpuffer eingesstzt. Die Proteinlésungen werden vor dem Auftragen auf das G mit enem
Volumenantell 2x SDS-Auftragspuffer gemischt, 3 min ba 95°C erhitzt und unlddiche Bestandtelle
durch Zentrifugation abgetrennt  (Eppendorf-Zentrifuge, 2min  14.000rpm, RT). Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgt bel 30 mA unter Wasserkiihlung, bis das Bromphenolblau
des Auftragspuffers den unteren Glasplattenrand erreicht hat. Anschliel3end wird das Gdl entweder
angefarbt oder auf eine Nitrocd lulosemembran gebl ottet.

Trenngellésung [15% (1:175) fir 2 Gele] Sammelgelldsung (fur 2 Gele)
H,O 1,%ml H,O 184ml
30% (w/v) Acrylamid 5m 30% (w/v) Acrylamid 051 ml
2% (w/v) Bisacrylamid 043ml 2% (w/v) Bisacrylamid 021ml
15M Tris,pH 8,8 25ml 1M Tris, pH 6,8 038ml
10% (w/v) SDS o1ml 10% (w/v) SDS R’ni
10% (w/v) APS R’ 10% (w/v) APS 15
TEMED 83m TEMED 75m
2 X Harnstoff-SDS-Auftragspuffer: 150 mM Tris-HCI (pH 6,8)

8 M Harnstoff

4% (w/v) SDS

0,5% (w/v) Bromphenolblau
frisch zugeben: 10 MM DTT

8 x SDS-Auftragspuffer: 400 mM Tris, pH 6,8
0,8% (w/v) SDS
40% (v/v) Glycerin
0,5% (w/v) BPB
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5mM DTT frisch zusetzen

3.5.3. Farbemethoden fir Proteine

3.5.3.1. Coomassie-Féarbung

Um Proteine nach erfolgter PAGE schtbar zu machen, werden seim Ga mit Coomassie Brilliant
Blue angefarbt. Das Gd wird zunéchst 20 min in FéarbelGsung und anschlief3end in Entférberl 6sung
geschwenkt, bis die Proteine as blaue Banden vor dem klaren Hintergrund sichtbar sind. Zum
Trocknen wird das Gd Iuftblasenfrei zwischen zwe in Wassr getrankte, durchschtige
Cdlulos=folien in einen Rahmen gespannt ("Gel Drying Kit", Promega) und Uber Nacht vertika
aufgestelt. Die untere Nachweisgrenze dieser Farbung liegt bei ca 100 - 200 ng Protein.

Entfarbel6sung: 40% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsaure

Farbel 6sung: 0,2% (w/v) Coomassie Brilliant Blue in Entfarbel 6sung

3.5.3.2. Slberfarbung

Mit einer Silberfarbung ("Silver Stain Kit: plus' der Firma Pharmacia Biotech) lassen Sch Proteine
noch im Nanogrammbereich nachweisen. Alle Arbeten werden in sehr sauberen Plastikgefd3en
durchgeftihrt. Das SDS-Polyacrylamidgd (8 cm x 10 cm) wird fir 30 min sanft in 125 ml Fixier-
[6sung, dann 30 min in 125 ml Senshiliserungdésung und dremd fir je 5 min mit 100 ml
deonisetem Wassr gewaschen. Danach efolgt die Fabung fir 20 min in 125 ml
Silberresktiondsung, zweimd einminitiges Waschen in je 100 ml deonisetem Wassr und
anchliefendes  Entwicken in 125 ml Entwicklerlosung. Be Erreichen der gewinschten
Farbintengtét wird die Reaktion mit 200 ml Stopplésung beendet. Das Gd wird zwischen zwe in
Wasser getrankte Cdlophanfolien Iuftblasenfrel in @nen Rahmen eingespannt und Uber Nacht
getrocknet.

Fixierlésung: 50 ml Ethanol
12,5ml Eisessig
62,5 ml deionisiertes Wasser

Sensibilisierungslésung: 37,5 ml Ethanol
0,62 ml Glutardialdehyd (25% wi/v)
5 ml Natriumthiosulfat (5% wi/v)
8,5 g Natriumacetat
auffillen auf 125 ml mit deionisiertem Wasser
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Silberl6sung: 12,5 ml Silbernitratldsung (2,5% wiv)
0,05 ml Formaldehyd (37% wiv)
100 ml deionisiertes Wasser

Entwicklerlésung: 3,15 g Natriumcarbonat
0,025 ml Formaldehyd (37% wi/v)
auffullen auf 125 ml mit deionisiertem Wasser

Stoppl ésung: 183gEDTA
125 ml deionisiertes Wasser

3.54. Herstdlungvon Zellkernextrakten ausHel a-Zellen

Die Prgparation und die Extraktion von Hela-Zdlkernen wird in Anlehnung an das Protokoll von
Dignam et al. (1983) durchgefiihrt. Es werden Hel.a-Zdllen einer Dichte von 5,5 x 10° Zdlevml
aufgearbeitet. Die Zdlen werden abzentrifugiert (Beckman J6B, 10 min, 3.000 rpm, 4°C). Die
Sedimente werden in wenig 1 x PBS suspendiert, vereinigt, in 50 ml Falcon Polypropylenréhrchen
Uberfuihrt, und erneut zentrifugiert (Heraeus, 2.500 rpm, 4°C). Das Volumen des Sedimentes (PCV,
"packed cdl volume') wird bestimmt, sollte jedoch unter 5 ml pro Rohrchen liegen. st es grofer,
werden die Zdlen auf mehrere Réhrchen verteilt.

Ab dem folgenden Schritt werden ale Arbeten be 4°C im Kuihliraum durchgefiihrt. Nach
Abdekantieren des Uberstehenden Puffers werden die Rohrchen mit HB-Puffer aufgeftllt und
zentrifugiert (Heraeus, 2.500 rpm, 5 min, 4°C). Der Puffer HB liefert hypotone Bedingungen, was
zum Anschwellen der Zdlen fihrt. Das Volumen des Sediments (SCV, "swollen cdl volume') sollte
bel Zdlen in der logarithmischen Wachstumsphase zweifach hoher sein ds das der gepackten Zelen
(PCV). Niedrigere Werte lassen darauf schlief3en, dal’ die Zellen nicht optima gewachsen sind. Der
Uberstand wird vorsichtig abdekantiert, und die Sedimente werden im insgesamt vierfachen SCV an
HB-Puffer suspendiert. In diesem Puffer &% man die Zdlen noch 10 min auf Eis schwdlen. Der
Fortgang des Anschwellens wird im Lichtmikroskop Uberpriift, wobel ein davor enthommenes
Aliquot ds Referenz dient. Anschlielend wird die Suspenson in enen  vorgekihlten
Glashomogenisator (Typ B) mit dicht Stzendem Ridill Uberfihrt. Die Zdlsuspenson wird durch 15
harte St63e mit dem Pidtill homogenisiert. Bel diesem Vorgang platzt die aul3ere Zdlmembran, die
Zdlkerne jedoch bleiben intakt, was im Phasenkontrastmikroskop kontrolliert wird. Eine erneute
Zentrifugation (Heraeus, 3.900 rpm, 15 min, 4°C) trennt die cytosolische Fraktion von den
Zdlkernen, die getrennt weiterverarbeitet werden.

« Aufarbeiten des Cytosols Man mischt den Uberstand mit 11% Volumenanteilen an 10 x Puffer,
Uberfiihrt die Suspersion in mehrere vorgekihlte 50.2 Ti-Polycarbonatrohrchen und zentrifugiert
uniédiche Bedandtele wie Membranfragmente, Mitochondrien sowie Ribosomen in der
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Ultrazentrifuge ab (Beckman, 30.000 rpm, 1 h, 4°C). Das schmierige Sediment wird mit einem
Spatel in ein Eppendorf-Resktionsgefa? Uberfihrt und in flissgem Stickstoff eingefroren. Der
Uberstand wird in vorbehandelte Diadyseschlzuche (SpektralPor, molekulare Ausschlulgrenze
6.000 - 8.000) Uberfuhrt, und fur 5 h gegen 2 liter BC-100 didysert. Nach erneuter Zentrifugation
(Sorvall, SS34, 16.000 rpm, 30 min, 4°C) wird der Uberstand (jedoch ohne die auf der Oberflache
flotierende Lipidphase) diquotiet und in Stickstoff engefroren. Die gewonnene cytosolische
Proteinlésung wird as S-100 bezeichnet.

» Aufarbeiten der Zellkerne: Be der Herstellung von transkriptionsaktiven Zelkernextrakten hat
es dch bewdhrt, Uber den préparierten Zelkernen ca 3 mm des Cytosols stehenzulassen. Das
Volumen der Zelkerne (NPV) wird bestimmt. Zu den Zdlkernen gibt man ein halbes NPV katen
Niedrigsdzpuffer, UberfUhrt Sein den Homogenisator (Typ B), durchmischt die Suspension sechma
vorschtig mit dem Pidill, und legt diese Suspension in einem Plagtik-becher vor. Die eigentliche
Extraktion der Kerne vollzieht sich durch langsames Zutropfen eines haben NPV Hochsdzpuffers
Uber einen Zeitraum von 30 min unter ¢andigem Rihren. Nach weiteren 30 min Rihren wird der
Extrakt abzentrifugiert (Sorvall, SS34, 14.000 rpm, 30 min, 4°C). Das Sediment besitzt durch den
hohen Gehdt an chromosomaer DNA eine gummiartige Konsgstenz. Es wird in den Homogenisator
(Typ B) trandferiert, mit 10 ml TGME-Puffer versatzt, durch 20 St6l3e mit dem Figtill homogenisiert,
und in flissgem Stickstoff eingefroren. Hieraus kann spéter RNA-Polymerase |l prépariert werden.
Der klare Zdlkernextrakt wird in Didyseschlauche Uberfiihrt und gegen BCO didysert, bis die
Letfahigkeit von BC100 erreicht ist (ca. 50 min). Es schligld sch en letzter Zentrifugationsschritt an
(Sorvdl, SS34, 18.000 rpm, 20 min, 4°C), bevor der Zdlkernextrakt aiquotiert in flissgem
Stickgtoff eingefroren wird.

In einem typischen Ansatz werden biszu 1 x 10™ Zellen aufgearbeitet. Daraus werden ca. 80 ml
Zdlkernextrakt einer Konzentration von 9 mg/ml sowie ca. 100 ml der cytosolischen Fraktion einer
Konzentration von 11 mg/ml gewonnen.

Die Puffer werden mit Tris pH 6,8 bel RT eingestdlt (entspricht pH 7,3 bei 4°C). Den BC-Puffern wird vor
Gebrauch5mM DTT, 1 mM PM SF (Stockldsung 200 mM in DM SO) zugesetzt.

HB - Puffer: 10 mM Tris, pH 6,8 (RT) 10 x Puffer: 30 mM MgCl,
1,5mM MgCl, 300 mM Tris, pH 6,8 (RT)
10mM KCl 1400 mM KCI
Niedrigsalzpuffer: 20 mM Tris, pH 6,8 (RT) Hochsalzpuffer: 20 mM Tris, pH 6,8 (RT)
25% (v/v) Glycerin 25% (v/v) Glycerin
20mM KCl 1200 mM KClI
1,5mM MgCl, 1,5mM MgCl,

02mM EDTA 0,2mM EDTA
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TGME-Puffer: 25% (viv) Glycerin BCO: 20 mM Tris, pH 6,8 (RT)
50 mM Tris, pH 7,3 (RT) 20% (v/v) Glycerin
5mM MgCl; 02mM EDTA
01mM EDTA

BC100: 20 mM Tris, pH 6,8 (RT)
20% (v/v) Glycerin
0,2mM EDTA
100 mM KClI

3.5.5. Heterologe Expression von Proteinen in E. coli

Die Uberexpression von Proteinen in E. coli basiert auf dem von Studier und Moffatt (1986)
entwickelten System, bel der die cDNA des Proteins unter Kontrolle des T7-RNA-Polymerase-
Promotors steht. Die T7-RNA-Polymerase selbst ist durch Zugabe von IPTG induzierbar. In dieser
Arbeit wurden die Expressonsplasmide pET15b und pET1la sowie die E. coli-Sté@mme
BL21(DE3) bzw. BL21(DES3) pLysS (Novagen) verwendet.

o Expression: 250 ml TBG-M9 Medium werden mit einer Kolonie rekombinanter E. coli
BL21(DE3) bzw. BL21(DE3) pLysS angeimpft und Uber Nacht bel RT geschiittelt. Am néchsten
Tag wird die Kultur bei 37°C bis zu einer ODgoy von 0,6 angezogen. Bel der Expre-sson
schwerlédicher Proteine hat es sch bewahrt, die gesamte Expresson be RT durchzufiihren. Die
Expresson des Proteins wird durch Zugabe von 0,4 mM IPTG induziert. Nach weteren 3 h
Wachgum werden die Zdlen im GSA-Rotor abzentrifugiert (15 min, 3500 rpm, 4 °C) und
anchliel?end das Nal3gewicht des Bakteriensediments bestimmt. Die Zelen kdnnen vor ihrer
Weiterverarbeitung an dieser Stelle in flissgem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gdagert
werden.

Der Verlauf der Induktion wird durch stiindliche Probenentnahme dokumentiert. Dazu werden
jewells 0,2 ml Zdlsuspenson entnommen, in der Tischzentrifuge sedimentiert (30 s, 11.000 rpm,
RT), und in 0,1 m 1 x Harngtoff-Auftragspuffer aufgenommen. Die entnommenen Proben erhitzt
man 5min bel 95°C und mischt kréftig auf dem Vortex. Diese Prozedur wird zweima wiederholt,
wobe die chromosomae DNA sowelt fragmentiert wird, dal3 die Proben ihre hohe Viskositét

verlieren. Auf eéinem SDS-Proteingel werden jeweils 10 m Aliquots andydert, die einer Zdldichte
von ODgq = 0,6 entsprechen.

 Denaturierende Aufarbeitung: Zur Aufreinigung yTHIA-Untereinheiten wt-Toal, mt-Toal und
Toa2 wird denaturierende Aufarbeitung eingesetzt. Man nimmt die Zellen in 5ml Puffer A pro g
Bakteriensediment auf, mischt und inkubiert 30 min bei RT unter sanftem Schwenken, bis die
vollgéndige Lyse der Zdlen eingetreten is. Unlédiche Membran- und Lipidantelle werden
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abzentrifugiert (SS34, 18.000 rpm, 15 min), der Uberstand wird bei 4°C gelagert. Fir die
denaturierende Aufarbeitung hat es sich bewéhrt, ein Protein bel 37°C so stark zu Uberexprimieren,
dal? es groftenteils in den Bakterien in Einschlukoérpern eingelagert wird. Diese lassen sch durch
wiederholte Ultraschdlbehandlung (Sehe unten) aufreinigen, da hierbel nur zdluldre Proteine in
Laésung gehen, nicht aber die Einschlulkorper. Meist wird nach dreimdiger Ultraschalbehandlung
ein welil¥es Sediment erhaten, dasin 20 ml Puffer A gel6st wird.

» Native Aufarbeitung: Fur die native Reinigung des Uberexprimierten Proteins suspendiert man
die Bakterien in 20 ml Lysispuffer, dem folgende Proteasainhibitoren frisch zugesetzt worden sind:
AEBSF (in H,O) ad 1mM, b-Mercaptoethanol ad 20 mM, Leupeptin (in H,O) ad 20 ng/ml,
Apratinin (in HO) ad 10 ng/ml, Benzamidin (in DMSO) ad 20 ng/ml, TPCK (in DMSO) ad 2
ng/ml, und EDTA ad 1 mM. Auf EDTA wird verzichtet, wenn das Protein nachfolgend Uber NF*-
NTA-Affinitétschromatographie gereinigt werden soll. Alternativ zu AEBSF wird PMSF (in DM SO)
ad 1 mM zugesetzt. Dieser und dle folgenden Arbetsschritte werden im Kihlraum auf Eis
durchgeftinrt.

Die Zdlen werden mit Hilfe von Ultraschal aufgeschlossen (Branson Sonifier W 250, spitze Form
r = 0,25 cm). Die Bakteriensuspension wird in einem 50 ml Falcon Polypropylerrohrchen eisgekiinit
zweimd 10 min be einer Pulsdauer von 30% und einer Pulsstérke von 3-4 Einheiten auf der
Geréteskala beschallt, wobei zwei Pausen von jewells 5 min eingeegt werden. Das leicht bewegliche
Lysat wird 30 min in einem SS34-Rotor zentrifugiert (30 min, 18.000 rpm, 4°C). Je en Aliquot vom
Uberstand und Sediment wird fr eine SDS-PAGE abgezweigt.

Optiond schlie® dch hier eéine Ammoniumsulfatfdlung an, die Sch be der Aufreinigung
rekombinanter Transkriptionsfaktoren bewahrt hat (Hoffmann und Roeder, 1991). Zum Uberstand
wird langsam ein Volumenantell (20 ml) eiskadtes H,O unter Rihren zugegeben. Man tropft  Uber
enen Zeitraum von 30 min einen Volumenantel (20 ml) gesdtigte Ammoniumsulfatiésung unter
gandigem Rihren zu (Endkonzentration 33%). Danach wird die Lésung fur 1 h weitergertihrt. Das
Prézipitat der Féllung wird in einem SS34-Rotor abzentrifugiert (30 min, 18.000 rpm, 4°C), der
verbleibende Uberstand wird bei 4°C aufgehoben. Je ein Aliquot vom Uberstand und Sediment wird
fir eine SDS-PAGE entnommen, wobei der Uberstand wegen seines hohen Sdzgehdts vor der
Anayse gegen BC100 didysert werden sollte.

Puffer A: 8 M Harnstoff
20 mM TrisHCI, pH 7,3
0,2mM EDTA, pH 8,0
20% Glycerol
100 mM KCl

Lysispuffer: 10% (v/v) Glycerin
500 mM NaCl
20 mM TrisHCI, pH 7,3
0,1% (v/v) NP-40
20 mM b-M ercaptoethanol
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3.5.6. Saulenchromatographie

Fur die Chromatographie werden Saulen entweder mit Austauschermateria beschickt oder es
werden bereits fertig gepackte Saulen verwendet, die an das FPLC-System oder an das SMART-
Sysem (Pharmacia Biotech) angeschlossen werden. Mit Hilfe dieser Anlagen gdingt es, die
Reinigung weitgehend zu automatiseren.

Die einzelnen Chromatographieschritte werden photometrisch parale bei Wellenlangen von 215
nm, 260 nm, und 280 nm verfolgt und die Saulenduate fraktioniert gesammdt. Da die Dimension
einer Saule von der spezifischen Bindungskapazitét sowie der Proteinbeladung abhéngt, werden die
verwendeten Volumina an Puffer und die Hul¥aten auf das Sdulenvolumen bezogen (CV,
Saulenvolumen; CV/h, Saulenvolumen pro Stunde). Wird die Chromatographie auf dem SMART-
System durchgefuihrt, so werden modifizierte BC-Puffer eingesetzt, die statt 20% (v/v) nur 10% (viv)
Glycerin enthdten, was die Viskosté des Laufmittels herabsetzt. Alle Puffer werden vor ihrer
Verwendung durch Filtration im Wasserstrahlvakuum (Porendurchmesser des Filters: 0,45 mm) von
makroskopischen Partikeln befreit. Die Elution von lonentauschersiulen erfolgt, wenn nicht anders
beschrieben, Uber enen linearen Salzgradienten von 100 mM bis zu 1000 mM KCI (bzw. NaCl)
Uber 10 S&ulenvolumen. Die Elutiondfraktionen werden in Aliquots von einem halben Saulenvolumen
gesammelt. Gegebenenfdls werden die Elutionsfraktionen im Mikromal3stab didysert. Proben, diein
SDS-PAGE oder Immunoblots analysert werden sollen, werden ohne BSA in flissgem Stickstoff
eingefroren. Proben, die funktiondl untersucht werden sollen, und deren Proteinkonzentration unter
0,5 mg/ml liegt, wird BSA bis zu einer Proteingesamt-konzentration von 0,5 mg/ml zugegeben, bevor
sein fliissgem Stickstoff eingefroren werden.

3.5.6.1. Phosphocelulose-Chromatographie

Das Kationenaustauschermaterial Phosphocdlulose wird in einem Fraktionierungsschema nach
Roeder und Kollegen (Matsui et al., 1980) as edes engestzt, um die generdlen
Transkriptionsfektoren und Cofaktoren in enem HelaZdlkernextrakt chromatographisch
aufzutrennen. Phosphocelulose besitzt eine sehr hohe Proteinbindungskapazitét (10-20 mg/ml) und
eignet Sch daher auch gut zum Konzentrieren von Lasungen mit niedrigem Proteingehdt.

* Vorbereiten des Sdulenmaterials Das Phosphocdlulosematerial (P11, Whatman) wird
mehrmals in Wasser gewaschen. Es werden 25 Volumenanteile (bezogen auf das Volumen des
gequollenen Materids) 05N Natronlauge zugegeben und nach 5min Uber ene Fritte im
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Wasserdtrahlvakuum abgesaugt. Das Materia wird mit Wasser gewaschen, bis der Durchlauf einen
pH-Wert von 1 Liter ereicht hat. Die Phosphocelulose wird mit 25 Volumenanteilen 05N
Sdzsaure 5 min inkubiert, die dann ebenfdls abgesaugt wird. Es schlidd sch en welterer
Waschschritt mit Wasser an, bis ein pH-Wert von 3 erreicht ist. Das Materia wird Uber Nacht mit
1 M TrispH 7,0 &quilibriert, bis der pH-Wert konstant bel 7,0 bleibt. Das Sdulenmaterid kann so
bei 4°C mehrere Wochen aufbewahrt werden.

» Chromatographie Eine Learsule ("Econo-column”, BioRad) wird mit dem in BC100
aquilibrierten Phosphocdlulosemateria unter Gravitationsfluf? beschickt. Die Menge des eingefillten
Saulenmaterias richtet sich nach der zu ladenden Proteinmenge, wobel unter den gewahlten
Bedingungen ca 50% des Gesamtproteins eines Zelkernextrakts an die Saule binden. Der
Zdlkernextrakt wird mit einer kongtanten FHul¥rate von einem Saulenvolumen (1 CV/h) pro Stunde
geladen (Pumpentyp P1, Pharmacia). Die Saule wird mit 10 CV BC100 bel einer Flul¥rate von 5
CV/h gewaschen. In dre  weteren aufeinanderfolgenden  Elutionschritten  werden  die
Phosphocdlulose 0,3 M KCI-, die 05M KCI- und die 0,85M KCIl-Fraktionen abgetrennt.
Zwischen zwe Elutionschritten wird mit mindestens 10CV be ener Hul¥ate von 5CV/h
gewaschen. Be der Elution ener Frektion wird ene Hul¥ate von 3 CV/h eingehdten.
Erfahrungsgemdal enthaten die Phosphocdlulose 0,1 M K Cl-Fraktion ca. 50%, die 0,3 M KCl-
Fraktion ca. 35%, die 0,5 M KCI-Fraktion ca. 10% und die 0,85 M KCI-Fraktion ca. 4% des
Gesamtproteins eines Zedl lkernextrakts.

3.5.6.2. DEAE-Cédlulose (DE52)-Chromatogr aphie

Das schwache Anionenaugtauschermaterial DEAE-Cdlulose DES2 wird meigens nach ener
Phosphocellulose eingesetzt, um die Transkriptionsfaktoren welter chromatographisch aufzutrennen.
DE52 begeit aus an Cdlulose gebundenen Diethylaminoethylgruppen und bestzt ene
durchschnittliche Proteinbindungskapazitét (4 - 10 mg/ml).

» Vorbereiten des Sdulenmaterials 100g DEAE-Cdlulosematerid (DE52, Whatman) werden
mehrmals in Wasser gewaschen und anschlief3end tber Nacht in 500 ml Puffer (0,5 M Tris, pH 7,4;
05 M Ammoniumsulfat, pH 7,9) equilibriert und kann bei 4°C und 0,02% Azid mehrere Wochen
gelagert werden. Nach Abziehen des Puffers Uber eine Fritte im Wasserdtrahlvakuum wird das
Materid mehrfach mit BC-Puffer der gewtinschten lonenstérke gewaschen.

» Chromatographie Eine Learsaule ("Econo-column’, BioRad) wird mit dem in BC100
aquilibrierten DEAE-Cdlulosematerid unter Gravitationsflufd beschickt. Die Menge des eingefllten
Saulenmaterids richtet Sch nach der zu ladenden Proteinmenge. Die Proteinfraktion wird mit einer
kongtanten Flul¥ate von einem Sdulenvolumen (2 CV/h) pro Stunde geladen (Pumpentyp P1,
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Pharmacia). Die Saule wird mit 10 CV BC100 be einer Flul¥ate von 5 CV/h gewaschen. Die
Elution der Proteine erfolgt in einem Gradienten von 5-10 CV und einer Flul¥ate von 3-4 CV/h.

3.5.6.3. Sephar ose-1onenaustauscher

Die Mono Q- bzw. die Q-Sepharose-Saulen sind starke Anionenaustauscher, die quartére
Amine [-CH,-N"-(CH,);] ds Austauschergruppen enthalten. Mono S- bzw. S-Sepharose-Saulen
sind dagegen Kationenaustauscher mit Sulfonséuregruppen [-CH,-SO3] ds Aus-tauschergruppen.
Diese Saulen haben sch ebenfdls ds effiziente Werkzeuge zur Reinigung von Transkriptionsfaktoren
ewiesen. Die hier beschriebenen Saulen snd vom Herstdler (Pharmacia-Biotech) bereits fertig
gepackt. Mit dieser Methode lassen sich die rekombinanten NC2b und NC2b-Derivate aufreinigen.

3.5.6.4. Gdfiltration

Die Gdfiltration it neben der Proteinreinigung auch dazu geaignet, naive Grélien von Proteinen
(oder Proteinkomplexen) abzuschétzen. Die Superdex 75-Séule (SMART-System) wird zur
Untersuchung der Dimerizierung von yTFIA-Untereinheiten Toal (bzw. Toal-Suppressormutante)
und Toa2 verwendet. Sie trennt optima im Molekulargewichtsbereich zwischen 3-70 kDa. Die
Flul¥rate betragt 20 - 40 m/min bel enem Druck von 1 - 2 MPa. Die Fraktionsvolumina betragen im
dlgemeinen 30- 50 m. Es kénnen bis zu 05 mg Gesamtprotein in enem Volumen von 50 m
aufgetragen werden. Die Gdfiltration wird mit Grolienstandards bekannten Molekulargewichts
geaicht. wt- und mt-Toal und Toa2 werden getrennt expremiert in E. coli. Die unldédiche
Uberexprmierte Proteine werden gereinigt tber Einschlukorper. Gleiche Menge von Toal- und
Toa2-Untereinheit werden co-renaturiert (beschrieben in Kapitd 3.5.5). Das molekulare Gewicht
der nativen Toal ist 32 kDa und das der Toa2 liegt bei 13,5 kDa.

3.5.6.5. Ni?"-NTA-Affinitatschromatographie

Als Saulenmaterid wird mit N*-lonen beladene immobilisierte Nitrilotriessigsiure (NTA)
verwendet, die dann spezifisch an Cluster von Higtidinresten bindet (Hochuli et al., 1987). Dies wird
be der Renigung rekombinanter Proteine ausgenutzt, die ds Fudongproteine mit einem
Hexahidtidinrest exprimiert werden.

» Denaturierende Aufreinigung: Alle Schritte werden bel RT durchgefiihrt. Die Bakterienzdlen
bzw. die vorgereinigten Einschlu3korper liegen gdos in Puffer A vor (sSehe Kapitd 3.5.5). Das
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Bdaden der in Puffer A &quilibrierten Saulenmatrix erfolgt in enem 50 ml Facon-Gefél3 durch
Zugabe des Lysats und Inkubation fir 1 h auf einem Drehrad. Das Saulenmaterid wird dann
zentrifugiert, und dreimd in 50 ml Puffer A gewaschen (jeweils 10 min Drehrad, 3 min Heraeus
Zentrifuge, 2500 rpm). AnschlieRend wird das Saulenmaterid mit Puffer B aquilibriert und zweima
mit 50 ml des gleichen Puffers gewaschen. In acht aufeinanderfolgenden Schritten wird durch Zugabe
von jewells einem Volumenanteil BC400 die Harngtoffkonzentration in jeden Schritt halbiert. Sobad
die Proteinlésung weniger ds 2 M Harngtoff enthdt, wird auf Eis weitergearbeitet. Die Sdulenmatrix
wird abschlief3end in BC400 &quilibriert. Die Elution des gebundenen Proteins folgt dem im néchsten
Kapitd beschrieben Protokall.

hTFIIA @b- und g-Untereinheit) wird zum Beispid wie oben beschrieben gereinigt (bereit-
gestdlt von AG Megerernd). yTFIIA-Untereinheiten Toal, mt-Toal und Toa2 werden
denaturierend getrennt in E. coli exprimiert und Toal- zusammen mit Toa2-Untereinheit werden
Uber Didyse mit schrittweise reduzierter Harngtoff-Konzentration renaturiert. Die vorgereinigten
Einschlufkorper befinden sich gelost in Puffer A. Gleiche Menge wt-Toal und Toa2 oder mt-Toal
und Toa2 werden gemischt und auf Drehrad gegen Puffer A mit 4 M Harngtoff fir 6 h be RT
didysert. AnschlielRend wird die Proteinlésing gegen Puffer A mit 2 M Harngtoff UN diaysiert. Die
aktive Proteinlésungen werden erhaten bel einer Dialyse gegen Puffer A ohne Harngtoff bei 6°C fur
12 h.

* Native Aufreinigung: Alle Arbeten werden be 4°C oder auf Eis durchgefthrt. Die Protein-
[6sung wird mit 2mM Imidazol versetzt auf eine N?+-NTA-AgarosesaJIe geladen, die in dem
gleichen Puffer aquilibriert worden is. Die gebundene Proteinfraktion wird mit BCA00-Puffer
gewaschen, der 15 mM Imidazol enthdt, und mit BC400-Puffer euiert, der 200 mM Imidazol
enthdlt. Die duierten Proteinfraktionen werden Uber SDS-PAGE andysert, diquatiert, in flissgem
Stickstoff schockgefroren und bei - 80°C gelagert.

Puffer B: 8 M Harnstoff
0,1 M NaH;PO,
0,01 M Tris
0,1 M NaCl
pH mit NaOH auf 8,0 einstellen

3.5.6.6. Heparin-Sephar ose-Chromatogr aphie

Im Gegensatz zu viden Transkriptionsfaktoren bindet nur ein geringer Bruchtell der E. coli
Proteine unter den gewéhlten Bedingungen an die Heparin-Sepharosematrix. Deshab schliefd sich
der Nickelsaule oft eine Heparinsdule an, wenn hohe Reinheitsgrade einer Proteinpraparation
gefordet snd. Mit ener Protenbindungskapazitdt von 10mgml  egnet Sch  dieser
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Kationenaugtauscher mit den Eigenschaften eines DNA-Anaogons auch gut zum Konzentrieren
ener Proteinldsung.

Das Protein wird in BC200 auf das nach Hergstellerangaben vorbehanddte Saulenmaterid
geladen, extensv mit dem gleichen Puffer gewaschen, und mit BC600 duiert. Mit dieser Methode
lassen sich rekombinantes NC2a und NC2a -Derivate effizient reinigen und anreichern.

3.5.6.7. Immunoprazipitation

Duch die Immunoprézipitetion 1&% sch nachweisen, dald verschiedene Proteine in Loésung
miteinander assoziiert Snd. Zum Nachweisen der Bindungsaffinitdt von NC2 (NC2-Mutante) zu
TBP wird Antikorper gegen einer Untereinheit von NC2 (NC2a) an eine Protein G-Séaule kovaent
gekoppelt. 50 ml Antikorper-Uberstand, der 20-50 ng/mi Protein enthdt wird mit 150 m Protein G-
Beads inkubiert, dadurch wird eine Ladung von 17 ng Proteine/pro m Beads erreicht. In ener
Puffergemisch mit enem Gesamtvolumen von 1 ml, werden hTBP (480 ng) und NC2 (700 und
1750 ng) fur 30 min bei RT vorinkubiert bevor 10 m 10% NP40 und 5 mi (groRRer Uberschul® zum
Test-Proteine) der Sepharosematrix mit gekoppelter Antikorper zugegeben werden. Die
Pufferbedingungen werden so gewéhlt, dal3 se fir die Protein-Protein-Assoziation optimd ist. Die
werden vorher in Gel-shift Experiment (EMSA) ausgetestet. Es folgte eine Inkubation fir 1 h bel RT.
Der Beads werden durch kurz Anzentrifugation (RT, 2000 rpm fur 3-5 min) pellettiert. Nach 3x
waschen mit Inkubationspuffer inklusve 0,1% NP40 werden die gebundene Proteine mit 20 m
SDS-Auftragspuffer durch Aufkochen euiert. Die Anwesenhat der Test-Proteine werden in
Western-Blot nachgewiesen.

3.6. Immunochemische Arbetstechniken

3.6.1. Western-Blot Analyse

Der Immunoblot dient der Identifizierung eines spezifischen Antigens mittels eines polyklonaen
oder monoklonalen Antikorpers, der gegen das Antigen gerichtet ist. Ein zweiter Antikdrper bindet
nachfolgend an eine konservierte Doméane des ersten Antikorpers, der seinersaits das spezifische
Antigen erkennt. An den zweiten Antikdrper it kovdent eén Enzym gekoppet, das durch den
Umsatz seiner Subgtrate die Detektion des Sandwichkomplexes erlaubt. Als Nachweisreaktionen
werden entweder die Bildung eines schwerlédichen Farbstoffes oder aber die Entstehung
photolabiler Komplexe verwendet, die Uber ihre Chemoluminiszenz detektiert werden.
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Zunéchst werden die Proteinfraktionen Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Als Marker wird en
vorgefarbter Langenstandard (Bio-Rad) aufgetragen, dessen Banden bereits wahrend der
Elektrophorese erkennbar sind. Nach der Elektrophorese wird das Gel unter Transferpuffer mit
ener ebenso grofien, angefeuchteten Nitrocellulosemembran (0,45 mm Porengrof’e)  bedeckt.
Zwischen zwei Doppellagen angefeuchtetem 3 MM Papier (Whatman) werden die Proteine in einer
NaRblotapparatur (BioRad) auf die Nitrocellulosematrix fir 2h bei 70 V (oder 20 V, UN) im
Kihlraum trandferiert. Der efolgreiche Trandfer it an der Ubertragung des vorgefarbten
Molekulargewichtsstandards erkennbar. Wird dternativ ein ungefarbter Langenstandard eingesetzt,
der eine exaktere Zuordung der Grolien erlaubt, kann man den Blot reversbe mit Ponceau S-
Lésung anférben. Der Blot 1&% sich durch funfminitiges Waschen mit Wasser wieder vdllig
entférben.

Die Membran mit den gebundenen Proteinen wird zunéchst fir 30 min in TBS mit 6% (W)
Magermilchpulver bel RT geschiittelt, um ungpezifische Bindungsstellen auf der Matrix abzusditigen.
Fur die Sch anschlielRende Inkubation mit dem ersten Antikorper werden Verdiinnungen von 1:10
bis 1:1000 in TBST verwendet. Die Membran wird zweimal je 5 min mit TBST gewaschen. Der
entweder an akaische Phosphatase oder Peroxidase gekoppete zweite Antikorper wird 1:2.000
bis 1:10.000 in TBST verdinnt eingesetzt. Nach zwei weiteren je finfminitigen Waschschritten in
TBST wird der Blot kurz getrocknet und dann entwickelt.

Der Nachweis erfolgt bel phosphatasegekoppedten Antikorpern in 10 ml AP-Puffer, dem 66 ni
NBT-Losung und 33 m BCIP-Lésung frisch zugesetzt werden. Bel Erreichen der gewilinschten
Farbintengtdt wird die Resktion durch Waschen des Blots in Wasser gestoppt. Der Blot wird
getrocknet und lichtgeschitzt aufbewahrt. Peroxidasegekoppelte Antikorper werden Uber eine
photochemische Reaktion nachgewiesen. Dabel wird die Membran noch zwe weitere Mde intensv
in TBST gewaschen und feucht fir 1 min unter LichtausschluR mit den 1.1 gemischten
Reagenzl6sungen (ECL Western blotting detection reagents 1 und 2, Amersham Buchler) inkubiert.
Der Nachwels erfolgt durch Expostion der in Frischhatefolie eingewickdten Membran auf einem
Filmin einer Autoradiographiekassette (10 Sec bis 5 Min).

Transfer-Puffer: 192 mM Glycin . N
25 mM Tris BCIP. 50 mg/ml (in DMF gel 6st)

20% (v/v) Methanol

NBT: 50 mg/ml (in DMF gel 6st)
TBS 10 mM Tris/HCI, pH 8,0
150 mM NaCl
AP-Puffer: 100 mM Trig/HCI, pH 9,5
100 mM NaCl
TBST: 0,05% (v/v) Tween-20in TBS 5mM MgCl2
Ponceau S-L dsung: 0,5 g Ponceau Sin 1 ml Eisessig |6sen

H20 ad 100 ml, Losung filtrieren
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3.7.  Funktionelle Analysen

3.7.1. Gedretardationsanalyse (EMSA)

Mit der Gdretardationsanadyse lassen sich DNA-bindende Proteine Uber die im Vergleich zur
frelen DNA geringere Mohilitét von Protein-DNA-Komplexen in nativen Gelsystemen nachweisen
(Fried und Crothers, 1981). Die Proteinlésung wird mit 25-50 fmol eines 32p_endmarkierten DNA-
Fragments 30 min in Puffer N oder aternativ unter Transkriptionsbedingungen (sehe Kapitd 3.8.3)
be 28°C inkubiert. In DNA-Bindungsexperimenten werden 5-50 ng hTBP oder yTBP, 1-50 ng
aktive yTFIIA (bestimmt durch Titration von Proteinen bei einer Uberschul von TBP und DNA in
EMSA-Experiment), bis zu 200 ng NC2-Derivate und 25-75 fmol klenow-markierte 60 bp-
Oligonukleotide mit HIV Corepromoter oder 90 bp-Oligonukleotide mit ML-Promoter eingesetzt.

Auf diese Konzentrationen der NC2-Derivate wird im Text ds Standardkonzentrationen Bezug
genommen. Bei der Analyse von TBP-yTFIIA-DNA-Komplexen werden dem Gel 1,5 mM MgCl,

1 mM DTT und dem Laufpuffer 1,5 mM MgClL zugesetzt. Lange DNA-Fragmente (230 bp)
werden  in 45%igen (19:1) Polyacrylamidgelen, kirzere (60bp und 90 bp)
Oligodeoxyribonukleotide in 5%igen (50:1) Polyacrylamidgelen andysert.

* Herstellung eines nativen Polyacrylamidgels 50 ml der Gdlésung werden mit 0,4 ml 30%
(wiv) APS-Losung und 20 M TEMED vermischt und zwischen die Glasplatten (20cmx 16 cm )
gegossen. Nach Einsetzen des Getaschenformers polymerisiert das Gel fir mindestens 2 h aus.

* Gellauf: Bed EMSA-Gden dient 1 x TGE (evtl. mit 1,5mM MgCl,) ds Laufpuffer
elektrophoretisiert werden. Vor dem Probenauftrag wird 2 h eine Vorelektrophorese bei 120 V, RT
oder 140 V be 6°C durchgefihrt; danach wird der Laufpuffer ausgewechsdt. Die Elektrophorese
erfolgt bel Spannungen von 120 V bel RT oder 140 V bel 6°C Uber einen Zeitraum von 3 h bis
15 h. Als Laufmarker dienen BPB und XC. Doppe strangige Oligodeoxyribonukleotide einer Lange
von 60 bp laufen in 5%igen Gelen etwa auf Hohe des BPB-Markers, ein 230 bp DNA-Fragment
ewa hab so schnel wie der XC-Marker. Das Gel wird nach der Elektrophorese auf ein
Whatman 3 MM-Papier Ubertragen, mit Frischhatefolie bedeckt und zwischen zwel Lagen
saugféhigem Papier 1 h bei 80°C auf dem Geltrockner getrocknet. Fir die quantitetive Andyse wird
das getrocknete Gel auf einem Direct Imager ausgewertet. Die Autoradiographie der bel 80°C im
Wasserdtrahlvakuum getrockneten Gele erfolgt bel - 80°C mit Verstérkerfolie.

Puffer N: 5mM MgClo
5mM DTT
1mM PMSF
0,2mg/ml BSA
25 mM Hepes-KOH, pH 8,2
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2,5 ng/ml pdGdC

Gelldsung: 5% (w/v) (50:1) Acrylamid/Bisacrylamid
optional 1,5mM MgClo
1xTGE

10x TGE: 250 mM Tris
1,24 M Glycin
10mM EDTA, pH 8,0

- Zirkuldre Permutationsanalyse: Aus dem Laufverhalten von Protein-DNA-Komplexen, deren
Bindunggtelle auf einem DNA-Fragment verschoben wird (zirkuldr permutiert wird), kann abgd eitet
werden, ob das Protein die DNA verbiegt.

Die 224bp DNA-Fragmente sammen aus dem Pasmide pBL2-MLP, das mit den
Redtriktionsenzymen Miu |, EcCORV, Sma | und BamH | hydrolysiert wurde.

3.7.2. DNase I-Footprinting Analyse

DNase I-Footprinting (Gaas und Schmitz, 1978) von spezifisch DNA-bindenden Proteinen wird
nach einer modifizierten Methode von Jones et al. (1987) durchgefihrt. Ein Bindungsansatz enthdt
dre- bis funffach hohere Konzentrationen an hTBP und yTBP ds in den
Gdretardationsexperimenten (Kapite 3.7.1) und 10-25 ng yTFIIA in einem Gesamt-volumen von
20 m. Dartiberhinaus enthaten die Reaktionsansdtze 0,5 ng pdGdC und 50 fmol eines durch T4-
Polynukleotidkinase endmarkierten 60 bp oder 90 bp HIV-Corepromotor-fragment. Um in jedem
Ansaz die gleiche DNase I-Aktivitét zu erhdten, empfiehlt es Sch, die Proteinkonzentration jeweils
durch Zugabe von BSA anzugleichen. Die Bindungsansitize werden 1.3 mit Verdinnungspuffer
verdinnt, 2 min bel RT inkubiert, mit 0,15% (v/v) DNase I-Losung (0,4 mg/ml) und 1 min bl RT
inkubiert. Die Verdiinnung ist zum enen notwendig, um den Prozentsatz des Glycerins (bis zu 20%
(viv) Endkonzentretion) aus den Protenldsungen zu senken, und zum anderen, um die
Proteinkonzentration (bis zu 1,5 ng/ml) zu erniedrigen. Die Bedingungen werden so gewahit, dal3
etwa 50% der DNA einma durch DNase | genickt werden. Nach dem DNase |-Verdau werden
die Proben wie in den Transkriptionsreaktionen prozessert (dehe Kapitd 3.7.4.) und Uber
denaturierende Sequenzgel andysert.

Verdunnungspuffer: 10 mM Hepes-KOH, pH 8,2
05mg/ml BSA
5mM Cd]z
50 mM KCl
50 mg/ml pdGdC
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3.7.3. Im Gd Footprinting Analyse mit 1, 10-Phenantrolin-Kupfer lon kombiniert mit Gel-
Retar dationsanalyse (Papavassiliou, A.G. 1994)

Alternative zu DNase |-footprinting Andyse, wird Kupfer-o-Phenanthrolin (OP-Cu), ene
effiziente chemische Nuklease engesetzt. Der 1,10-ortho-Phenathrolin-Kupfer (1)-Komplex
([OP].CU") lagert sich an die kleine Furche der DNA-Doppelhelix und fiihrt zur DNA-Spatung
nach einem komplexen Mechanismus, be dem Uberwiegend das C1'-Atom der Desoxyribose
angegriffen wird. Es kommt zu Eliminierung des Nukleotids zwischen zwel Phosphaten und fiihrt
dadurch zur Luckenbildungen im DNA-Ruckgrat. Da Footprinting mit OP-Cu auf}erdem stark
abhéngig von der Konformation der DNA ist, kann deshadb OP-Cu auch zur Analyse der lokalen
Veranderungen der DNA-Struktur eingesetzt werden.

Das Footpringmuster mit OP-Cu ist in Prinzip &hnlich wie dagenige mit DNasal, well beidein der
kleinen Furche der DNA sich lagern und somit die Protein-DNA-Wechsdwirkung in der kleinen
Furche ermitteln. Gegenliber DNase | hat OP-Cu den Vortell, dal? es eine kleinere Molekdl ist, und
somit auch die Grenzbereiche von DNA und gebundenen Proteine, die sonst wegen gegensaitiger
serischer Behinderung zwischen Proteine und DNase | maskiert bleiben, auflsen kann.

Eine Kombination der Footprinting-Technik mit Geretardationsandyse fuhrt zur Reduktion der
darken Hintergrund, der durch unvollst@ndigen Bindung der Proteine zustande kommt. Und die
Durchftihrung der Nuklesasenbehandlung im Gel St in Losung bietet ein zusétzliche Vortell mit Sch,
da der Gdmartrix ein Kompartiment fir die Protein-DNA-Komplex dient und eine Dissoziation der
Proteine von DNA verhindert.

Dazu werden zunéchgt die Bindungsresktionen mit Proteine und DNA unter standard Shift-
Bedingungen durchgefihrt. Die Protein-DNA-Komplexen und die freie DNA-Fragmente werden in
nativen Polyacryamidgele aufgetrennt. Nach dem Lauf, wird das Gel von den Glasplatten abgetrennt
und in 200 ml 10 mM TrisHCI (pH 8,0) aquilibriert. Folgende Ldsungen werden frisch eingesetzt:
58 mM 3-Mercaptopropionsdure (MPA), 40 mM 1,10-Phenantrolin (OP) und 9 mM CuSO,.
Davon werden 1 ml OP-Lésung und 1 ml CuSO, zusammengepipettiert, und 18 ml HO zugesetzt.
Diese 20 ml OP/CU*-Lésung wird Zu
10 mM TrisHCI, pH 80 zugegeben und durch Schwenken zugemischt. Die chemische
Nukleasenresktion wird gestartet durch Zugabe von 20 ml MPA-L6sung. Nach einer Inkubation fir
10 min. bel 37°C wird Resktion gestoppt durch Zufiigen von 20 ml frisch eingesstzte (OP),Cu'-
Stopplosung (28 mM  2,9,-Dimethyl-1,10-Phenantrolin). Das Ged mit geschnittenen DNA-
Fragmente wird vorachtig 3 ma mit Bidestriliertem H,O ausgespllt, in frischhate Folien eingepackt.
Die Autoradiographie der DNA-Banden erfolgt be in Kiihlraum (6°C) fur 30-60 min.

Nach den Signde auf Rontgenfilm werden die entsprechende Banden fir Protein-DNA-
Komplexen und fur free DNA mit enem sauberen Scapel aus dem Gd ausgeschnitten, die
Gelstiickchen werden in Gd-Elutionspuffer (0,5 M Ammoniumacetat) gelegt. Die Elution der DNA
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aus den Gebléckehen erfolgt in 37°C Heizblock, geschiittelt fir UN. Am néchste Morgen werden
die Uberstande mit DNA mit 100% EtOH gefdlt. nach dem Waschen und Trocken in 6-8 ni
Formamid-Auftragspuffer aufgenommen. Die Probe werden andysert in
10% Polyacryamidgel unter denaturierenden Bedingungen.

3.7.4. Invitro-Transkription in einem rekongtituierten RNA-Polymerase I 1-System

Wenn nicht anders beschrieben, enthdlit ene in vitro-Transkriptionsreaktion die generellen
Transkriptionsfaktoren [10 ng rekombinantes TFIIEa und 10 ng rekombinantes TFIIEb; 0,8 ni
natives TH1H; 0,1 M RNA-Polymerase Il aus Kabsthymus; 1 n in Baculoviren exprimiertes THIF
(je 10 ng der Untereinheiten Rgp30 und Rap74); 20 ng rekombinantes TH 1B; 40 ng rekombinantes
THIA (ab- und gUnterenheiten); 4 ng rekombinantes TBP, natives TFID, oder 1m
affinitétsgereinigtes Holo-TFIID], gegebenfadls Transkriptions-aktivatoren und Cofaktoren,
acetyliertes BSA und 20 U RNase-Inhibitor in eénem Endvolumen von 20 mi.

Alternativ zu diesem hochgereinigten Transkriptionssystem wird in enem grob gereinigten System
gearbeitet, das aus der Phosphocellulose 0,3 - 0,5 M KCI-Fraktion (4 ng Protein) und der 0,5 -

0,85 M KClI-Fraktion (2,5 nmg Protein) rekondtituiert wird. Dartiberhinaus enthdt eine Resaktion
5 mM MgChL, 25mM Hepes-KOH (pH 8,2), 5mM DTT, 1mM PMSF sowie 20-100 ng
Matrizen-DNA, die zusammen ds"DNA-Mix" in den einzelnen Resktionsgefél3en vorge egt werden.

Die Matrize pMRG5 (Kretzschmar et al., 1994), welche in den Abbildungen mit HIV bezeichnet
wird, enthdlt stromaufwérts von den bis Postion - 8 liegenden HIV-1 Promotor-sequenzen 5x
GAL4-Bindungsstellen. Von -7 bis +9 folgt das Adenovirus Mgor Late Initiatordement und eine
379 bp lange G-freie Kassette. pMLD53 (in den Abbildungen ML genannt) enthdt den Mgor Late
Corepromotor von Postion -53 bis +9, gefolgt von einer verklrzten ungefahr 280 bp langen G-
frelen Kassette.

Die generdlen Transkriptionsfaktoren werden kurz vor der Resktion zu einem "Faktormix"
vermischt. Ublicheweise werden as erstes Transkriptionsaktivatoren und Cofaktoren mit dem
DNA-Mix gemischt, dann erfolgt die Zugabe des System-Mixes. Nach 30 min Inkubation bei 28°C
wird die Resktion durch Zugabe von 1 m des Ribonukleotid-Mixes gestartet.

Die Transkriptionsreaktion wird fir weitere 60 min bel 28°C inkubiert. Danach stoppt man durch
Zugabe von 0,4 ml Stopp-Puffer, extrahiert énma mit Chloropane, und falt mit 0,4 ml eskadtem
Isopropanol fur mindestens 1 h bel -20°C. Einer 30 minitigen Zentrifugation (4°C, 11.000 rpm)
schliefd sch das Waschen des Prazipitats mit 0,8 ml eskatem 70% Ethanol an. Der getrocknete
Niederschlag wird in 10m Formamid-Auftragspuffer aufgenommen und durch 15 minitige
Inkubation bel 50°C gel6<t.

DNA-Mix: 50 - 100 ng Matrizen-DNA
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BC-Puffer mit variablem KCl-Gehalt
H,O

Cofaktor variabel

Die Komponenten des Faktor-Mixes werden in der hier angegebenen Reihenfol ge zusammenpi pettiert:

Ribonuklectid-Mix: 0, 2 M OMG-Mix
0,8 m a-[*2P-CTP (3000 Ci/mmol)

OmG-Mix: 10mM ATP
10mM UTP
05mM CTP
2mM 3'-O-Methylguanosin-5’ -triphosphat

Stopp-Puffer: 7M Harnstoff
10 mM TrigHCI, pH 7,8
10 mM EDTA/NaOH, pH 8,0
0,5% (w/v) SDS
100 mM LiCl
0,1 mg/ml tRNA
300 mM NaAc

Formamid-Auftragspuffer: 97% Formamid (deionisiert auf Dowex)
20 mM TrigHCl pH 7,0
10 mM EDTA/NaOH pH 8,0
0,1% (w/v) BPB; 0,1% (w/v) XC

Komponente Volumen Salzgehalt [mM KCl]
RNase Block 05m 50
BSA (20 mg/ml) 05m

TFIIEa (Ni**-NTA-Fraktion) 02m 400
TFIIEb (Ni**-NTA-Fraktion) 02m 400
TFIIH (DE52-Fraktion) 08n 120
TFIIF (coexprimiertes RAP30, RAP74, 02m 100

Superose 12-Fraktion)

RNA-Polymerase Il (DE52-Fraktion) 01m 100
TFIB (Heparin/Sepharose-Fraktion) 02m 400
TFIID (DE52-Fraktion) 08n 400
bzw. Holo-TFIID (affinitétgereinigt) 05m 400
bzw. TBP (Herparin-Sepharose-Fraktion) 01m 400
TFIIA (corenaturierte ab und g-Untereinheiten, 05m 100

Ni2*-NTA-Fraktion
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» Elektrophorese der Proben auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel: Die Proben
werden auf einem 5%igen denaturierenden Harngtoff-Polyacrylamidgd (20 cmx 16 cm Glasplatten,
1,5 mm Abgtandshdter) aufgetrennt. Zu 50 ml der Gellésung werden 0,4 ml einer 30%igen (W)
APS-Ldsung gegeben. 5 ml dieser Mischung werden mit 20 m TEMED versetzt und daraus en
Sockd gegossen. Nach Auspolymerisieren des Sockels mischt man die restliche Gellésung mit 20 mi
TEMED, gief¥ die Gellésung zwischen die Glasplatten, setzt den Geltaschenformer ein, und |8 das
Gd fur 2 h augpolymeriseren. Nach 30 min Vorlauf bet 50 mA werden die Proben aufgetragen und
fir ca. 90 min be 50 mA dektrophoretisert. Das Gel wird abgenommen, 15 min in 10%iger (V/V)
Essgsdure fixiert, 5 min mit dedtilliertem Wasser gesplilt, auf SMM Whatmanpapier Ubertragen und
1 h bei 70°C auf dem Geltrockner getrocknet. Die Autoradiographie erfolgt Uber Nacht mit einer
Vergérkerfolie.

Gellosung: 5% (w/v) (19:1) Acrylamid/Bisacrylamid
1xTBE
8 M Harnstoff
3.8. DNA-Arbeitstechniken in Hefe Saccharomyces cerevisae

3.8.1. Transformation von Plasmid-DNA in die Hefen

3.8.1.1. Transformation mit Lithiumacetat

Nach einer von Ito et al., (1983) beschriebenen Methode lassen sich Hefenzellen durch die
Behandlung mit Lithium-lonen besonders gut transformationskompetent machen. Es wurde en
modifiziertes Protokoll von Schiestl and Gietz (1989) angewendet.

Die Hefen werden in ihrem Sdektionsmedium angeimpft und UN bei 30°C inkubiert. Diese
Vorkultur wird am néchsten Tag in 50 ml Y PD-Medium auf eine ODsoo Von 0,1 - 0,2 verdiinnt und
fur 4-5 h bei 30°C bis zu einer ODso VONn 0,6 vermehrt. Die Zellen werden abzentrifugiert (2000
rpm, 5 min, RT) und in 10 ml H,O gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wird das Pellet mit 5 ml
Lithiumacetat-Puffer (LiIOAC) gewaschen und nochmals zentrifugiert. Nun wird das Pellet in 1 Vol.
LiOAc-Puffer resuspendiert, fir 30 min bei 30°C inkubiert, wobe die Zdlsuspenson mehrmals
durchgemischt wird. In der Zwischenzeit wird die zu trandformierte Plasmid-DNA (2-10 ng) in
einem Eppendorfgefd3 vorgdegt. Um eine hthere Trandformationseffizienz zu erreichen, kann bis zu
50 ng Carrier-DNA (gescherte und denaturierte Samon Sperm DNA) zugegeben werden. Pro
Trandformationsansatz wird 100 m Hefesuspension mit der DNA gemischt und dann 700 m PEG-
Lésung vorsichtig mit der Pipette untergemischt. Der homogene Transformatinsansatz wird 30 min
bel 30°C unter leicht Schitteln inkubiert. Nach einem 15-minitigem Hitzeschock be 42°C werden
die Zdlen abzentrifugiert, das Zdlpdlet in 1 ml Sorbitol vorschtig resuspendiert. Auf
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Selektionsplatten werden Aliquots von 100-500 m ausplattiert und die Platten bel 30°C fur 2 - 5
Tage inkubiert.

LiOAc-Puffer: 100 mM LiOAc, pH 8,0
10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1mM EDTA, pH 8,0

PEG-Ldsung: 100 mM LiOAc, pH 8,0
10mM Tris-HCI, pH 7,5
1mM EDTA, pH 8,0
40% PEG 4000

Der LiOAc-Puffer sowie die PEG-L&sung wurden jewells frisch aus den 10x konzentrierten Stammldsungen
hergestellt.

3.8.1.2. Hoch-effiziente Transfor mationsmethode

Es wurde in 1996 von Gietz und Schiestl auf ihrer Homepage im  Internet
(www.umanitoba.calfacultiesmedicine/unitshuman_genetics/gietz/method.html) eine  modifi-zierte
Methode der Lithiumacetat-Transformation (Gietz et al., 1995) présentiert, die eine sehr hohe
Effizienz eeméglicht.

Die Hefen werden UN im Sdlektionsmedium bei 30°C angeimpft und am néchsten Morgen in 50
ml YPD auf ene ODsy von 0,1 eingestellt. Nach ca. 4 h bei eéner OD600 von 0,6 werden die
Hefen gearntet, einmal in H,O gewaschen und einma mit 1 ml 100 mM LiOAc, pH 8,0. Die Zdlen
werden in 400 m 100 mM LiOAc resugpendiert damit eine Endvolumen bei 500 ml (entspricht eine
ZdIdichte von 2x 10° Zeleryml) liegt. die Hefesuspension wird zu 50 - 100 mi Aliquotiert und erneut
abzentrifugiert. Auf das Pellet werden in folgender Rethenfolge 240 ml PEG, 36 mi 1,0 M LiOAc,
und 25 m Carrier-DNA (2 mg/ml, denaturiert) zupipettiert, und anschliel?end mit HO auf einem
Gesamtvolumen von 50 ml aufgeflillt. Das Gemisch wird fir mehr ds 1 min auf dem Vortexer
gemischt. Dann werden die Ansétze fir 30 min ba 30°C inkubiert, wobel Se dle 10 min enmd
durch Schwenken gemischt werden. Diese folgt ene Hitzeschock be 42°C fur 20-25 min.
Ansthliel}end werden die Hefen pelletiert, in
1 m 1M Sorbitol aufgenommen und mit Aliquots von 50 - 200 m auf den Sdektionsplatten
ausplattiert. Nach 2 - 3 Tagen Inkubation bae 30°C konnen Einzelkolonien von den HMaiten
umgestrichen und verwendet werden.

3.8.1.3. Carrier-DNA
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Zur Préparierung der Carrier-DNA wurden 20 mg Samon-Sperm-DNA in 10 ml 1x TE unter
garkem Rihren im Kihlraum Uber Nacht ge6st. Die geldste und gescherte DNA wird a4 500 mi
diquotiert und bel - 20°C engefroren. Vor jeder Transformation wird ein Aliquot auf Eis
aufgetaucht, fir 5 min aufgekocht und dann sofort auf Eis abgeschreckt.

3.8.2. DNA-Isolierung aus Hefen

3.8.2.1. Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefen (Hoffman and Winston, 1987)

Aus 2 ml Ubernachtkulturen von Hefen konnte genligende Plasmide-DNA isoliert werden, um sie
dann in Bakterien zu retransformieren.

Die Hefenzdllen in gationdrer Wachstumsphase werden abzentrifugiert bel 4000 rpm, RT fur 5
min. Nach dem Waschen mit HO wird der Uberstand verworfen und die Zellen werden in der
restlichen Hissigkeit durch Vortexen resuspendiert. Dazu werden 0,2 ml Hefe-Lysispuffer und 200
M Glasperlen zugegeben. Das Gemisch wird fir 2 min lang stark gevortext, und es folgt eine
Zentrifugation bei 4000 rpm, RT fir 5 min. Der Ubergtand mit Plasmid-DNA wird in neues
Eppendorfgefd? Uberfiinrt.

Fur weitere Elektroporation in E. coli KC8 Stamm (zur spezifische Sdektion von Trp-Plasmid)
oder SURE, wird der Uberstand vorher 1:2 mit H,O verdiinnt wegen der zu hoher Sdzgehdt, die
eine Elektroporation stéren kann. 2 m der verdinnten Uberstand wird in 80-100 ni
elektrokompetente E. coli-Zdlen durch Elektroporation transformiert, auf Minima-Agarplatten fur
KC8 oder auf LB-Platten mit 100 ng/ml Ampicillin ausplattiert. Nach eine Inkubetion bei 37°C fir
UN werden Einzd-Kolonien ausgebildet. 2 ml LB-Medium mit Ampicillin wird durch einer Einzd-
Kolonie angeimpft, und eine Minipréparation von Plasmid-DNA aus E. coli wird angeschlossen
(beschrieben in Kapitd 3.4.5.)

Hefe-Lysispuffer: 2% Triton X-100
1% SDS
100 mM NaCl
10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0
0,2 ml Phenal : Chloroform : Isoamylalkohol (25:24:1)

Minimal-Agarplatte fir KC8: 15 g DifcoMinimalagar
4,59gKH,PO4x3H,0
105gK,HPO,
1,09(NH,),SO,
05 g NaCitrat x 2 HO wurden in 970 ml HO autoklaviert und auf 55°C
abgekuhlt
24 mg Uracil
24 mg Higtidin
24 mg Leucinin 15 ml H,O (geldst durch Warmen und steril filtriert)
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1,0ml 1M MgSO,x 7H,0

5 ml 40% Glukose-L 6sung (extraautoklaviert)

1,0ml 1% Thiamin (Vitamin B1)-Stamml6sung (frisch eingesetzt)
100 ng/ml Ampicillin

3.8.2.2. |Isolierung genomischer DNA aus Hefen

Fur ene schndle Isolierung genomischer DNA aus Hefen wurde ein von Amersham (Life
Science) verwendet.

5 ml einer UN-Kultur von Hefen werden abzentrifugiert, eéinmal mit HO gewaschen und in 540
m Laésung A resuspendiert. Nach Zugabe von 60 ml Losung B wird der Ansatz fir 30 sec gevortext
und dann 10 min bel 70°C inkubiert. 300 m Losung C wird zugegeben, gemischt und der Ansatz
wird fur 5 min auf Eis abgekihlt. Nach 5 min Zentrifugation mit maximaer Geschwindigkeit (14 000
rpm) bei RT wird die DNA aus dem klaren Uberstand mit 600 m Isopropanol gefalt und durch
andoge Zentrifugation peletiert. Das pelet wird mit 70 % eiskdtem EtOH gewaschen und
anchlielfend in 50 M Losung D resuspendiert.

Losung A, B, C und D sind dem Kit mitgeliefert.

3.9. Genetische Methoden zur Charakterisierung von Hefenzellen

3.9.1. Kreutzung haploider Hefezellen

Haploide Hefen unterscheiden sich in ihrem Paarungstyp, der in Mata oder Mata bezeichnet
wird. Nur Zellen mit entgegengesetztten Paarungstypen kénnen zu einer Zygote fusonieren, aus der
eine diploide Hefezdlle hervorgeht. Wie Haploiden kénnen sich die dipoliden Zdlen mitotisch teillen
und vermehren. Unter stickstoffmangeen Bedingungen kdnnen sich Diploiden auch meiotisch teilen
und bringen dann vier hgploide Ascussporen hervor, die wiederrum zu vegetativen Haploiden
auskeimen konnen. Die Diploidigerung leitet damit die sexudle Fortpflanzung en und it be ener
gezidten Kreuzung zweier Haploiden das Mittd zur Generierung einer Nachkommen mit neuer
Kombination der Gene aus beiden Elternsammen.

Zur Kreuzung werden Zdlsuspension aus logarithmischen Kulturen auf Sdektionsmedium, auf
dem die beiden haploide Ausgangsstémme nicht wachsen kénnen, aufeinander getropft. Dies setzt
voraus, dal3 Sch die beiden Stamme in jeweils einem Sdektionsmarker unterscheiden, der durch die
Diploidbildung vom jewelligen Allel des Partners komplementiert wird. Zur Kontrolle werden die
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haploide Stmme ebenfdls auf das Sdektionsmedium ausgestrichen. Diploidiserung wird durch das
Wachgtum kleiner Kolonieim Bereich der eingetrockneten Zellsuspensionstropfen angezeigt.

Be fehlender Postivseektion auf das Diploidiserungsereignis lassen sich die Kreuzung auch auf
YPD-Plate durchzufilhren. Dies folgt eine Uberstempel der ausgewachsenden Ausdriche auf
Sd ektionsmedium um die wirklichen Diploden zu seletionieren.

3.9.2. Sporulation diploder Hefezellen

Die Sporulaion diploider Hefestdmme wurde in Flissg- oder Fesmedium durchgeftinrt. Eine
diploide Hefekultur wurde UN in fliissigem Medium bel 30°C angezogen. Nach dem Wachsen mit
H,O werden die Zdlen in 200 mi Minimal-Sporulationsmedium aufgenommen und entweder direkt
auf eine Minima-Sporulationgplatte getropft oder in 20 ml fllissgem Medium bel 30°C fir 5 Tage
geschittelt. Dann konnte die Bildung von Asci unter dem Mikroskop Uberprift werden.

Be Hefestdmme, die schwer sporulierten wurden die Hefen zunéchst fir 1 - 2 Tage in
Présporulationsmedium inkubiert und dann entweder auf Sporulationsmedium oder auf Minima-
Sporulationspl atten transferiert.

Minimal-Sporulationsmedium: 1% KOAC, pH 7,6

Prasporul ationsmedium: 0,8% Hefeextrakt
0,3% Bacto-Pepton
10% Dextrose

Sporulationsmedium: 1% KOAC, pH 7,6
0,1% Hefeextrakt
0,05% Glukose oder Galaktose

3.9.3. Sporenfreisetzung und Tetraden-Analyse

Nach der Sporulation von diploiden Hefenzelen liegen die Sporen nicht frel vor, sondern ds
Viererverbande (Tetraden), die von einer Ascuswand umgeschlossen sind. Die Ascuswand wird zur
Freisetzung der Sporen enzymatisch mit Glusulase oder Zymolyase behanddt. Zur gezidten Andyse
der Sporen werden Tetraden mit Hilfe des Mikroskops auf Y PD-Platten gelegt, diese wiederum auf
unterschiedlichen Sdektionsplatten Uberstempelt werden konnen.

Fur die Tetraden-Andyse werden die Sporen von einer Platte abgekratzt, in 10 m H,O
resuspendiert und 5 min mit 5- 10 m Glusulase bel RT inkubiert. Nach der enzymatischen Reaktion
werden die Sporen zweima gewaschen mit H,O und auf ener YPD-Plate an ener Sete
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auggestrichen. Am Mikromanipulator wird eine einzelne Tetrade mit der Nadel aufgenommen und
auf eine bestimmte Postion (Registrieren mit Hilfe der Monitor) der Platte hingelegt. Dort wird der
Ascusverband durch Klopfen der Nadd aufgebrochen und jede der vier Sporen auf eine andere
spezifische Stelle der Platte gelegt. Alle vier Sporen einer Tetrad werden gewdhnlich auf einer Reihe
untergebracht, um mit den anderen Tetraden zu unterscheiden. Die Y PD-Platten werden bel 30°C
inkubiert. Nach einem oder mehreren Tagen konnte das Keimen der Sporen und die Ausbildung von
Zdlverbanden beobachtet werden.

Die unterschiedlichen Genotypen (Phénotypen) der einzelnen Spore einer Tetrade kdnnen durch
replikative Uberstempe der ausgewachsenen Hefeklone auf verschiedenen Selektionsplatten
ermittelt werden.

3.9.4. Paarungtypsbestimmung

Jeder haploide Hefeklon, der durch Kreuzung erzeugt wurde, muf3 neben seinen phénotypisch
erfal3aren genetischen Markern auch hingichtlich seines Paarungstyps charakterisiert werden.

Fur diese Andlyse stehen Testerstamm zur Verfligung, die Detektion des Paarungstyps auf Platten
ohne Zusaz jeglicher Aminosiuren oder Nukleosiden ermdglichen. Ublicherweise werden die
Stdmme KL 14-4 (Mata) und IL993-5C (Mata) ds Testerstémme verwendet.

Zur Paarungtypshestimmung wurden logarithmisch wachsende Kulturen der Testers@mme auf
OM-Medium augplattiert. Frische Einzelkolonie-Aussriche der zu definierten Stmme wurden
mittels Replikaplattierung auf beide Testers@mme Ubergestempelt und die Platten fir 3 - 5 Tagen be
30°C inkubiert. Die Diploidbildung sollte nur mit enem der beiden Testersamme erfolgt sain, d.h.
der zu definierende Stamm hat dann den entgegengesetzten Paarungstyp.

OM-medium: 0,67 % Y east Nitrogen base w/o Aminoacids
2 % Glukose (extraautoklaviert)
2 % Bacto-Agar

3.9.5. Suppressor-" Screen' zum Suchen von funktionell relevanten Faktoren in Hefe

Die funktionelle rdevanter Genen kdnnen durch ein Suppressor-"Screen” in vivo z.B. in Hefe
identifiziert werden. Vorausgesetzt ist eine oder mehrere ausgeprégte Phanotypen, die durch
Mutationen in dem Zielgen hervorgerufen wurden. Typische fir solche Phénotypen sind Temperatur-
Sengtivitét, Wachstumsdefekt und Nahrstoff-Auxotrophie.

Aus den langsam wachsenden Hefe-Klone mit NC2b-Defizienz wurde eine Suppressor-Screen
durchgefiihrt. 8 x 10 ml YPD-Flissigmedium wird mit je einer der langsam wachsenden Kolonien
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angeimpft, geschittedt be 30°C fir 2-3 Tagen his zur exponentionelen oder dationellen
Wachstumsphase. VVon diesen Fliissigkulturen, werden jeweils & 10° Zdlen auf einer YPD-Plate
ausplattiert und inkubiert bei 30°C. Nach 2 - 3 Tagen sind die Kolonien von Ausgangsstdmme noch
nicht schtbar. Zu sehen snd die Kolonien von spontanen Suppressoren, die das normae
Wachstumgrate der Hefen wiederherstellen. Jedes Suppressor-Klon kénnte eine andere Mutation
tragen. Insgesamt wurden 53 Suppressor-Klone aus diesem " Screen” isoliert.

3.9.6. Temperatursenstitatsbestimmung

Die Wildtyp-Hefen zeigen Sch ein breites Temperatur-Spektrum firs vegetativen Wachstum (14-
37°C). Temperatursengitivitét ist einer der typischen Phanotypen, die durch Mutationen in Hefezellen
verursscht werden. Um die Phéanotyp verschiedener Hefezdllen gegentber Temperatur zu
besimmen, wurden se padld zum Verglechsamm (Wildtyp-Hefe) auf dra YPD-Platten
ausgedtrichen, und je eine Platte wird bel einer anderen Temperatur inkubiert: 16°C, 30°C oder
37°C. Nach 2-7 Tagen konnte das Wachstumsverhalten der Hefen gegenlber Temperatur
festgestelIt werden.

3.9.7. Tropftitertest

Eine Einzdkolonie von ener frisch berliten Kulturplatte (nach ca. 2 Tagen) wird mit einer Impfdse
abgekratzt und in 100 M H,O resuspendiert. Um die Zdlklumpen-Bildung zu vermeiden, wird die
Hefesuspenson durch  kurzes Vortexen gemischt. Von dieser Suspenson wird ene
Verdiinnungsreihe bis zu 10° angelegt; dazu werden je 10 m der Suspension entnommen und zu 90
m H,O vemischt. Jede Verdinnungstufe wird gut gemischt bevor de fir die néchde
Verdiinnunggtufe Zdlen entnommen wird. Je 5 m  der Verdinnungen werden auf markierte Stellen
ener Testplatte aufgetropft. Nachdem die Zellsuspensonen getrocknet sind, werden die Platten bel
30°C fir 2 - 5 Tagen inkubiert.

Bam Auftragen verschieden Hefestdmme zum Vergleich, werden die erste Zdlsuspension aus
Einzelkolonie durch ODso-Messungen genau ausgeglichen, um ene identische Menge der Zdlen zu
gewahrlegten.

3.10. Proteinextraktion aus Saccharomyces cerevisiae



69 Material und Methoden

Zur Proteinextraktion aus Hefen, kdnnen die Zelen enzymatisch mit Zymolyase oder mechanisch
mit Glagperlen aufgeschlossen werden.

3.10.1. Aufschlu3 mit Zymolyase

100 ml ener logaritmisch wachsenden Kultur wurd bel einem ODgg-Wert von 0,8 - 1,0
abzentrifugiert, mit HO gewaschen und in 10 x Vol. Aufschlu3puffer | aufgenommen. Der hohe
Gehdt an DTT diente dazu die Zymolyase zu aktivieren. Diese Zdlsuspenson wird bel RT fur 30
min inkubiert. Die Zdlen werden dann abzentrifugiert und erneut in 2 x Vol. Aufschlul3puffer mit 1
mM DTT aufgenommen. Nach Zusaiz von 50 m Zymolyase-L6sung (10 mg/ml) wird die
Zdlsuspension fur 30 - 60 min. bei 37°C inkubiert. Eine Bildung von Sphéroblasten werden unter
dem Mikroskop kontrolliert. Bei leichter Viskogitét, spricht fur ausreichende Aufschlul3effizienz wird
zur Lyse der Zdlen und Zdlkerne /5 Val. 25 M NaCl zugesetzt. Die hohe viskose Losung wird
beo 20.000 rpm, 4°C fir 20 min. abzentrifugiert und der Uberstand al's Proteinrohextrakt bei - 80°C
eingefroren.

AufschluRpuffer I: 100 mM NaCl
25 mM Hepes-NaOH, pH 7,5
5mM EDTA, pH 8,0
10 % Glycerin
30mM DTT

3.10.2. Mechanischer Aufschlufd mit der Schwingmuihle

Um die Protein-Expresson im Wedern blot nachzuweisen, wurden aus ener ebenfdls
logarithmisch  wachsenden  Hefekultur  durch  mechanischen  Aufschiu3 mit  Glasperlen mit
Durchmesser von 0,5 - 0,7 mm Rohextrakt hergestellt.

Die Kultur wird aozentrifugiert, mit HO gewaschen und in 1 Vol eskadtem Aufschlu3puffer |1
aufgenommen. In eénem 2 ml Eppendorfgefald werden 1,5 ml kdte Glasperlen vorgelegt, 200 mi
Zdlsuspenson und 200 M Aufschlu3puffer 11 zugegeben und gemischt. Das Gefd3 wird in die
Schwingmihle eingespannt und 20 min. ba voller Legsung geschittedt. Danach wird das
Eppendorfgefdd im Boden mit einer Kanile angestochen, in en 15 ml Rundboden-Rohrchen
eingesetzt und durch Zentrifugation (1.500 rpm, 4°C, 1 min) die flissgket duiert. Die Glasperlen
werden nochmd mit 200 m - Aufschiuf3puffer 11 gewaschen und abzentrifigiert. Die Eluate werden
vereinigt und be 20.000 rpm, 4°C fir 20 min abzentrifugiert. der klare Uberstand wird ds
Proteinrohextrakt in neues Gef&l3 Gberfihrt und bel - 80°C weggefroren.

Aufschlupuffer I1: 500 mM NaCl
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50 mM Hepes-NaOH, pH 7,9
1 mM EDTA, pH 8,0

10% Glycerin

5mM DTT

3.11. Computeranalysen

Fur Computer- und Homologie-Analysen wurde der BLAST-Algorithmus des NCBI verwendet
(Altschul et al., 1990). Zur Herrgtdlung der Krigtalstrukturen von Histonen und yTFIA-TBP-
DNA-Komplex wurde der Programm Rasmol 2.7.1 und Swiss-Pro eingesetzt.
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Schiittelinkubator
SMART-System
Sonifikator

Spannungsgerédte

Speed Vac

Spinnergefde

Sterile Werkbank
Stickstofftank

Thermocycler (PCR-Maschine)

UV-Illuminatoren
Vortex
Wasserbader

Zentrifugen

(250 mm x 10 mm, Porengréfe 300 A) (Vydac)
ISF-1-V, Adolf Kilhner AG
Pharmacia LKB

Branson Sonifier W250

Mode| PowerPac 3000, BioRad
Microcomputer Electrophoresis Power Supply, E432,
E734, CONSORT

Power Supply PS 250-2, Sgma
Vacuum Concentrator, Bachofer
Wheston, Witeg

TypUVF6.12 S, BDK

Typ XLC-230, MVE Cryogenics
Perkin Elmer

Robocycler, Stratagene

Bachofer (254 nm, 366 nm)
Vortex Genie, Bender & Hobein
Haake

GFL

Beckmann J6 MC

Heraeus Varifuge 3.0R

Hettich EBA 3S Tischzentrifuge
Eppendorf-Zentrifuge 5417
Sigma2K15

Sorvdl RC 5Bplus

Sorval RC 5Cplus

2.2. Chemikalien und Biochemikalien

Acetonitril Merck
Acrylamidldsung 40%, Rotiphorese Gel 40 ICN

Acrylamidlésung 30%, Rotiphorese Gel 30 Roth
Acrylamidlésung 30%, Rotiphorese Gl A Roth

Adeninaulfat Sgma

Agarose Gibco BRL
Ammoniak Riedel-de Haén
Ammoniumchlorid (NH,Cl) Merck
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck
Ammoniumsulfat (NH,),SO, Merck

Ampidllin Boehringer Mannheim
Aprotinin Boehringer Mannheim
Bacto Agar Difco

Bacto Pepton Difco

Bacto Trypton Difco

Bacto Yeast Extract Difco

Benzamidin Sgma
Bisacrylamidldsung 2%, Rotiphorese Gel B Roth
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Bradford-Reagenzl 6sung
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat (BCIP)
Bromphenolblau

BSA-L6sung, 10 mg/ml
Caciumchlorid (CaCl)
Chloroform

Coomeassie Brilliant Blue G-250
DEAE-Cdlulose DE52
Deoxyribonukleos dtriphosphate
Dextrose

Dichlordimethylsilan
Dimethylsulfoxid (DM SO)
Dithiothreitol (DTT)
Einzelstrang-DNA-Agarose
Essgsiure

Ethanol

Ethanolamin

Ethidiumbromid
Ethylendinitrilotetraessgsaure (EDTA)
Ethylenglykal

5-Fluororotsdure (5-FOA)
Fotales Kalberserum (FCS)
Formamid

Freund’ sches Adjuvans (komplett und inkomplett)

G418-Sulfat

Gen 32-Protein

Glukose

Glutathion-Sepharose 4B

Glycerin

Glyan

Guanidiniumhydrochlorid

Harngtoff

Heparin-Sepharose

HEPES

Imidazol

Isoamylakohol

| sopropanol

Isopropyl- b-D-thiogal aktopyranosid (IPTG)
Joklik-Medium (Festsubstanz)
Kdiumacetat (KOAC)

Kdiumchlorid (KCl)
Kdiumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kupfersulfat-Pentahydrat (CuSO, *5H,0)
Lithiumchlorid (LiCl)

Lithiumacetat (LiOAC)

Leupeptin

L-Arginin

L-Aspartat

BioRad
Promega
Merck

New England Biolabs
Merck
Riedd-de Haén
Sgma
Whatman
USB
Difco
Merck
Sarva
Boehringer Mannheim
Sgma
Riedel-de Haén
Roth
Merck
Sgma
Merck
Sarva
Bts
PAN Systems
Merck
Sgma
Cdbiochem
Boehringer Mannheim
Merck
Pharmecia
Roth
Roth
Merck
Merck
Pharmecia
Biomol
Merck
Merck
Merck
Boehringer Mannheim
Gibco
Merck
Merck
Merck
Sgma
Sgma
Clontech
Boehringer Mannheim
Sgma
Sgma
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L-Glutamet

L-Hididin

L-Leucin

L-Lysn

L-Methionin

L-Phenyaanin

L-Serin

L-Threonin

L-Tyrosn

L-Tryptophan

L-Urecil

L-Vdin

Magermilchpulver

Magnesumchlorid (MgCl,)
Magnesumsulfat (MgSO,)
Manganchlorid (MnCl,)

Methanol

b-Mercaptoethanol (b-MSH)
3-Mercaptopropionsaure (MPA)

o (Methacryloxy) propyl-trimethoxysilan
Methylenbisacrylamid

Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Natriumhydroxid

Newborn Caf Serum (NCS)
Ni**-NTA-Agarose
Nitro-Blau-Tetrazolium (NBT)

Nonidet P40 (NP-40)

Nukleotide-Basen (Uracil, Adenin)
2,9-Dimethyl-1,10-Phenanthrolin-Monohydrat
1,10-Phenanthrolin-Monohydrat (OP)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphocellulose (P11)
Polyethylenglykol (PEG) 4000, 6000, 8000
50% PEG

Polyoxyethylensorbitan Monolaurat (Tween 20)
Ponceau S

Ribonuklease-Block

Ribonukleos dtriphosphate
Rinderserumabumin (BSA)

tRNA aus Saccharomyces cerevisiae
Roti-Phenol/Chloroform Lésung

RPMI 1640-Medium (Festsubstanz)
Sdzsdure (HCI, 37%)

Samon sperm-DNA (ssDNA)
Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Sgma
Whatman
Serva

Clontech
Sgma

Sgma
Promega

UsSB
Boehringer Mannheim
Roth

Roth

Gibco
Riedel-de Haén
Sgma

Roth
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Streptavidin-Agarose

Tetracydin
N-Tosyl-L-Phenylaanin-chlormethyl-Keton (TPCK)
N,N,N',N'-Tetramethylendiamin (TEMED)

Thiamin (Vitamin B1)

Trishydroxymethyl-aminoethan (Tris)

Triton X-100

Xylencyanol

Y east Nitrogen Base w/o Aminoacids (YNB)
Zinkchlorid (ZnCh)

2.3. Radiochemikalien

g[*PI-ATP
a-[*P-CcTP
a-[*P]-dATP

24. Enzyme

Casainkinase I

CIP (alkaische Phosphatase)
DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment)
Lysozym

Lyticase

Redtriktionsendonukleasen

Tag-DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase
T4-Polynukleotidkinase

Pfu-DNA-Polymerase
Zymolyase

25.  Antikorper

anti-nNC2b/Dr1 aus Kaninchen
anti-hNC2a aus Ratte

Sgma

Boehringer Mannheim

Sgma
Serva
Sgma
Sgma
Sgma
BioRad
Difco
Merck

Amersham Buchler
ICN
Amersham Buchler

Boehringer Mannheim
New England Biolabs
Boehringer Mannheim
Sgma

Sgma

New England Biolabs
MBI Fermentas
Promega

New England Biolabs, Promega

New England Biolabs

Stratagene
Medac

Eigenproduktion
Eigenproduktion
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anti-TBP aus Kaninchen

R. G. Roeder (Rockefdler Universty, New

Y ork)
anti-p62 (TFIIH) aus Kaninchen Eigenproduktion
anti-p89 (THIIH) aus Kaninchen Santa Cruz Biotechnology

anti-Toa2 aus Kaninchen

S. Hahn (Fred Hutchinson cancer
Research Center)

anti-lgG Kaninchen (HRP-Konjugat) Promega
anti-lgG Kaninchen (AP-Konjugat) Promega
anti-lgG Maus (HRP-K onjugat) Promega
anti-lgG Maus (AP-Konjugat) Promega
anti-lgG Ratte (HRP-Konjugat) Dianova

2.6. Losungen, Puffer und Kulturmedien

2.6.1. Losungen und Puffer

1 M Borsaure 4 gKcl
20mM EDTA 23 g NayHPO4 X 2 H,0
10X TGS 250 mM Tri 49 KHPO4
X . m rns
192 M Glycin Hli(; Zjb?ogoélm'
1% (w/v) SDS PR /,2DIS 7,
10X M9: 39 g NayHPO, X 2H,0 10xTE 100mM IgSHMC:E([I;’? A&O)H .
30 g KH,PO, m (pH 8,)
10gNH,C BC-Puffer: 20 mM Tris-HCl (pH 7,3)
H,0 ad 1000 mi L mM EDTA
0- 2000 MM KCl
10xLiOAc:  1MLIiOAc, pH75 209% (v/v) Glycerin

frisch zugeben: 1 mM PMSF,
5mM DTT bzw. 20 mM b-MSH

2.6.2. Kulturmedien

LB-Medium: 1% (w/v) Bacto Trypton

0,5% (w/v) Bacto Y east Extract

0,5% (w/v) NaCl

1,5% (w/v) Bacto-Agar (nur fir Festmedien)

pH 7,5
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TBG-Medium: 5049 Trypton
25gNaCl
H>O ad 500 ml

TBG-M9-Medium: 440 ml TBG
50 ml 10x M9

0,5ml 1 M MgSO4 (sterilfiltriert)
10 ml 20 % (w/v) Glukose (sterilfiltriert)
100 pg/ml Ampicillin bzw. 25 pg/ml Chloramphenicol

YPD-Medium: 1% Bacto Y east Extract
2 % Bacto Pepton
2 % Glukose
(2% Bacto Agar fur Platen)
Zur selektion auf das Kanamycin-Gen al's selectionsmarker fir Disruptionen wurde dem
Y PD-Medium 200 pg/ml aktives Geneticin (G418) zugesetzt.

Minimal-medium: 0,67 % Y east Nitrogen Base w/o Aminoacids
2 % Glukose
(2% Bacto Agar fur Platen)
+ Aminosauren und Nukleotiden (Endkonznetration in pug/ml, wurden steril filtriert und

dann zugegeben):

Adeninsulfat 40 L-Phenyalanin 50
L-Arginin 20 L-Serin 375
L-Aspartat 100 L-Threonin 200
L-Glutamat 100 L-Tyrosin 30
L-Histidin* 240 L-Tryptophan* 40
L-Leucin* 60 Urecil* 20
L-Lysn 30 L-vdin 150
L-Methionin 20

* wurde je nach Transformationsansatz nicht zugegeben, um auf das entsprechende
Plasmid zu selectionieren.

5-FOA-Platen (Boeke, JD. et al., 1984 und 1987): 7 g Y east Nitrogen Base w/o Aminoacids
1 g 5-Fluororotséure
50 mg Uracil
20 gGukose
H>O ad 500 ml, sterilfiltriert, zugegeben zu 4% Agar in

500 ml, autoklaviert und abgekhlt auf 65°C.

Presporulation-Medium: 10 gBacto Y east Extract
30 g Bacto Pepton
50 g Dextrose
H>O ad 1000 ml

Spor ulation-M edium: 1.25 g Bacto Y east Extract
10gKOAc
H»0O ad 1000 ml
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Joklik-Medium, RPMI-Medium: Die Medien werden nach Herstellervorschrift aus pulverférmigen
Fertigmischungen bereitet. Vor Gebrauch werden die Medien jeweils frisch mit L-Glutamin (ad 2 mM), und FCS

bzw. NCS ad 5% (v/v) supplementiert.

2.7. Molekularbiologische Hilfsmittel

Didysfilter (0,025 pum Porendurchmesser)
ECL Wegtern Blot Kit
Einwegplastikmaterid

Fime

Chromatographiesiulen
Nitrocellulosemembran (0,45 pum)
Nitrocd luloserundfilter (BA85)
Nylonmembran

Siver Sain Kit: plusone
Steilfilter (0,22 pum)
Ultrafree-Filtereinhet

Whatman 3MM Papier
Zentrifugdfilter (0,22 pum)

2.8. Baktriensgdmme

E. coli SURE (Greener, 1990)

E. coli DH5a (Hanahan, 1985)

E. coli KC8 (Zervoset al., 1993)

E. coli BL21 (DE3)

Millipore

Amersham Buchler

Greiner

Nunc

Kodak X-Omat, XAR5
Hyperfilm-ECL, Amersham Buchler
BioRad

BioRad

Schleicher & Schilll
Hybond-N*, Amersham Buchler
Pharmacia

Millex-GP, Millipore

Millipore

Bender & Hobein
Ultrafree-MC, Millipore

eld (mcrA), D(merCB-hsdSMR-mrr)177,
sbcC, recB, rec], umuC::Tn5 (karY), supE44,
gyrA96, reAl, lac, thi-1, endAl, uvrC

[F proA*B*, lacl%DM15, Tn10 (tet))] (Stratagene)

recAl, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17(r. mc"),
SupE44, relAl, DargF-lacZY AJU169,
f 80dlacZzDM15, | *, F

pyrF::Tn5, hsdR, 1euB600, trpC9830, lacD74,
strA, galK, hisB436

F ompT rg~ mg~ (DE3) (Novagen)
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(Studier und Moffat, 1986)

E. coli BL21 (DE3) pLysS

(Studier und Moffat, 1986)

E. coli CJ236 (Sambrook et al., 1989)

(Invitrogene)

2.9. Hefessdamme

F- ompT rg~ mg~ (DE3) pLysS (Cn)

dut-1, ung-1, thi-1, rdAl, pCJ105 (Cmi, F)

Stamm Genotyp Referenz

MY1 Mata, trpD1, ura3-52, gcndD, leu2:: PET56, gal 2 Hope and Struhl, 1986

MY2 isogenetisch zum MY 1 aul3er Mata Collart and Struhl, 1994

MY4 isogenetisch zum MY 1 aul3er Mata, his3:: TRP1 JXieet al., 2000

MY 1780 isogenetisch zum MY 1 auf3er ync2b ::KAN + pURA3-yNC2b JXieet al., 2000

MY 1781 isogenetisch zum MY 1780 auler Mata JXieet al., 2000

MY 1784 isogenetisch zum MY 2 aufZer ync2a ::KAN + pURA3-yNC2a JXieet al., 2000

MY 1791 isogenetisch zum MY 2 auf3er his3:: TRP1, ync2a ::KAN, JXieet al., 2000
ync2b ::KAN +pURA3-yNC2a -yNC2b

20 isogenetisch zum MY 1 auf3er ync2b :: KAN-pMAC102-hNC2b JXieet al., 2000

MY 1802 isogenetisch zum JY 20 aul3er toal-2 JXieet al., 2000

MY 1855 isogenetisch zum JY 20 aul3er Mata, his3:: TRP1 JXieet al., 2000

MY 1870 isogenetisch zum MY 1 auf3er toal-2 JXieet al., 2000

MLY542 ala diploid isogenetisch zum MY 1 auf3er his3:: TRP1/HIS3 JXieet al., 2000

MLY31 isogenetisch zum MY 542 auffer ync2a :: KAN/yNC2a JXieet al., 2000

MLY462 ala diploid toal:: URA3/TOAL, HIS3/his3:: TRP1 JXieet al., 2000

MLY465 Mata, toal::URA3, his3::TRP1 + pML83 JXieet al., 2000

MLY504 Mata, toal::URA3, his3::TRP1, ync2b ::KAN + pML83 JXieet al., 2000

IL993-5C  Mata, ilvb Wolf et al., 1973

KL114-4A  Mata, hisl, trp2 Wolf et al., 1973

2.10. DNA-und Protein-GroRenstandards

2.10.1. DNA-GroRenstandards

1) Langenstandard VI (pBR328-DNA geschnitten mit Bgl | und Hinf 1), Boehringer Mannheim
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Fragmentlangen in [bp]: 2.176, 1.766, 1.230, 1.033, 653, 517, 453, 394, 298, 234, 220, 154

2) Kilobasen (kb) DNA-Leiter, Gibco BRL
Fragmentl&ngen in [bp]: 12.216, 11.198, 10.180, 9.162, 8.144, 7.126, 6.108, 5.090, 4.072, 3.054, 2.036, 1.636, 1.018,
517, 506, 396, 344, 298, 220, 201, 154, 134, 75

2.10.2. Proten-GroRenstandards

1) SDS-PAGE Protein-Standard, niedriger Bereich BioRad
2) SDS-PAGE Protein-Standard, hoher Bereich BioRad

Zusammensatizung und Molekulargewichte der SDS-PA GE-Standards:

Protein Molekulargewicht Protein Standard Protein Standard
(Daltons) 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
Trypsin-Inhibitor 21.500 X
Lysozym 14.400 X
3) Vorgeférbter SDS-PAGE Protein-Standard, niedriger Bereich BioRad
4) Vorgefarbter SDS-PAGE Protein-Standard, weiter Bereich BioRad

Zusammensetzung und ungefahre Molekulargewichte (in Daltons) der vorgeférbten SDS-PAGE
Standards:
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Protein Standard Protein Standard
Protein niedriger Bereich weiter Bereich
Myosin 203.000
b-Galaktosidase 118.000
Phosphorylase B 106.000
Serum Albumin 80.000 86.000
Ovalbumin 49.500 51.600
Carboanhydrase 32.500 34.100
Trypsin-Inhibitor 27.500 29,000
Lysozym 18.000 19.200
Aprotinin 7.500
2.11. Plasmide
Plasmid Beschreibung Referenz
pBS K (+) Klonierung Alting-Mees and Short, 1989
pET15b E. coli Expressionsvektor Rosenberg et al., 1987; Studier et
al., 1990
pET1la E. coli Expressionsvektor Rosenberg et al., 1987; Studier et
al., 1990

pET15b-hNC2a1- 77
pET15b-hNC2a8- 80
pET15b-hNC2b1- 83
pET15b-hNC2b1- 112
pMLD53

pPMRG5

pR3424

pR3425

pMacl102

pRS424- 1

pIX1
pIX3
pIX4
pIX5
pIX6
pIX23

Expression in E. coli

Expression in E. coli

Expression in E. coli

Expression in E. coli

Goppelt et al ., 1996
Goppelt et al ., 1996
Goppelt et al ., 1996
Goppelt et al ., 1996

invitro-Transkription
invitro-Transkription
Hefe-Expressionsvektor

Hefe-Expressionsvektor

Plasmid-Shuffling Vector, ADH1-Promotor,

CEN, LEU2, Amp

Plasmid-Shuffling Vector, ADH1-Promotor, 2m

TRP1, Amp

Wildtyp-hNC2a in pMAC102
Wildtyp-hNC2b in pMAC102

hnc2a (Aminosduren 8-88) in pMAC102
hnc2a (Aminosduren 1-77) in pMAC102
hnc2a (Aminosduren 8-125) in pMAC102
hnc2a (Aminosduren 8-80) in pMAC102

Meisterernst et al., 1991
Kretzschmar et al ., 1994
Christianson et al ., 1992
Christianson et al ., 1992
Xieet al., 2000

Xieet al., 2000

Xieet al., 2000
Xieet al., 2000
Xieet al., 2000
Xieet al., 2000
Xieet al., 2000
Xieet al., 2000
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pJX14 Plasmid-Shuffling Vector, ADH1-Promotor, 2m  Xieet al., 2000
TRP1, Amp
pJX8 Wildtyp-hNC2b in pJX14 Xieet al., 2000
pJX9 hNC2b (Aminosduren 1-83) in pJX14 Xieet al., 2000
pJX20 hNC2b (Aminosduren 1-112) in pJX14 Xieet al., 2000
pJIX26 hNC2b (Aminosduren 10-129) in pJX14 Xieet al., 2000
pML83 toal (V251F) inpBS SK (+) Xieet al., 2000
pIX27 toal (V251F) in pET15b Xieet al., 2000
pIX43 hNC2b S52R in pET15b diese Arbeit
pJx42 hNC2b E45K in pET15b diese Arbeit
pJX51 hNC2a A33E in pET15b diese Arbeit
pJX24 hNC2a DE24,25GN in pET15b diese Arbeit
Plasmid Beschreibung Referenz
PJIX39 hNC2a FL24,25LT in pET15b diese Arbeit
pJX19 hNC2b S52R in pJX 14 diese Arbeit
pJX 18 hNC2b E45K in pJX 14 diese Arbeit
pIX15 hNC2b P14Rin pJX14 diese Arbeit
pJX 16 hNC2b K20P in pJX 14 diese Arbeit
pIX17 hNC2b E37K in pJX 14 diese Arbeit
pJX10 hNC2a A33E in pMAC102 diese Arbeit
pJX12 hNC2a DE24,25GN in pMAC102 diese Arbeit
pJX13 hNC2a FL45,46LT in pMAC102 diese Arbeit
2.12. Oligodeoxyribonukleotide
Bezachnung Verwendung Sequenz
250 EMSA 5’ - CCCTCAGATG CTGCATATAA GCAGCTGCTT
Footprint TTTGCCCGTC CTCACTCTCT TCCGCATCGC - 3’
251 EMSA 5’ - GCGCTGCGGA AGAGAGTGAG GACGGGCAAA
Footprint AAGCAGCTGC TTATATGCAG CATCTG - 3’
792 EMSA 5’ - GCGATGCGGA AGAGAGTGAG GACGGGCAAA
Footprint AAGCAGCTGC TTATATGCAG CATCTGAGGG
GGATCCTGGG GACGTCCCCG AATTCC - 3’
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793

T7down
Nde-TOA1-upper
TOA1-BamHI-lower
Pet11aprimer

bS52R

bE45K

bP14R

EMSA
Footprint

Sequenzierung
PCR
PCR
PCR

Mutagenese

Mutagenese

Mutagenese

GGTTGGAATT CGGGGACGIC CCCAGGATCC
CCCTCAGATG CTGCATATAA GCAGCTGCTT
TTTGCCCGIC CTCACTCTCT TCCGCATCGC -3’
GCTAGTTATT GCTCAGCGG - 3’
GGGAATTCCA TATGTCGAAT GCAGAGG - 3’
CGGGATCCTA TACCCACTCC CGCTTC -3’
GIGAGCGGAT AACAATTC -3’
AATCTCATTG GCTTCTCTAG ATATAAGGTG
AATGAATTC -3’

TATAAGGTGA ATGAATTTAG TGCAGCAGIT
CACCACCAG -3’

ATTGATAGCA GCTCTGCGGA TAGTGAGATC
ATCATCGTTG -3’
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Bezeichnung Verwendung Sequenz

bK20P Mutagenese 5" - AGICTCTTTG ATCATTGGAT TGATAGCAGC
TCTGGGGATA G -3’

bE37G Mutagenese 5’ - GCAGTTCACC ACCAGCCCTC GAGCATCGIT GGCCACCCG
-3

aA33E Mutagenese 5’ - GATGATGACA GGCACCTCCG CCGCCACCTT CCCAATCTC
-3

aDE24,25GN Mutagenese 5 CACCTTCCCA ATCTCGITGC CCGICTGCAT
GATCTTCTTG ATC -3

aFL4546L T Mutagenese 5 CTTCAACAGC GACTCTGICA AGAGCTCGAG
CGCCCGGGAG ATG -3’

b97 Mutagenese 5" - GCGGATCCTC ATACTGITTT ACACTCTTGC
AAGAC - 3’

b112 Mutagenese 5’ - CGCGGATCCT CAGCCAAGGT TTTCCAAAC -3

b129 Mutagenese 5’ - GCGGATCCTC AAGCTTTTGC AAATAATTCT TGITG -3’

as8 Mutagenese 5’ - GCGGATCCTC ATGCCACCAG GTCCTTCAAG AAG - 3’

al2s5 M utagenese 5’ - GCGGATCCTC ATCCCATCCC ACCGITCTTC C -3’




3. Methoden

3.1. Kultivierung von Bakterien

3.1.1. Anzucht von Bakterienkulturen

Alle Arbeiten mit Bakterien werden unter einer dterilen Werkbank oder direkt neben ener
Bunsenbrennerflanme  durchgefiihrt. Kunsistoffgerdte wie Resktionsgefd3e und Pipetten-spitzen
werden autoklaviert. Glaswaren werden bel 180°C fir 3 h trocken autoklaviert. Platinbsen werden
in offener FHamme durch Ausgliihen Serilisert, andere hitzebestdndige Geréte oder Gefal3e durch
kurzes Abflammen keimfreé gemacht. Die Anzucht der Bakterienkulturen erfolgt in Serilen
Reagenzgldsern. Escherichia coli wird in Hussgkultur unter guter Beltftung bel 37°C im Schiittler
inkubiert; dies erfolgt entweder in LB-Medium oder in einem mit enem Antibiotikum versetzten LB-
Medium.

Auf Festmedien wird E. coli mit einer serilen Platindse im Verdinnungsausdtrich dberimpft und
bel 37°C im Brutschrank inkubiert.

Antibiotika: Ampicillin 1200 ng/ml Stammlésung  100mg/ml in H.O
Tetracyclin 12,5 ng/ml Stammlosung 12,5 mg/ml in 70% EtOH
Kanamycin 70 ng/ml Stammlésung 10 mg/ml in H,O

Chloramphenicol 25 ng/ml Stammldsung 34 mg/ml in 100% EtOH

Festmedien: 1,5% (w/v) Bacto-Agar in LB-Medium

3.1.2. Anlegen von Dauerkulturen

Fur Dauerkuturen von E. coli werden 1 ml ener dationar gewachsenen Bakterienkultur
abzentrifugiert und das Zdlpelet mit 500 M derilem, 20%igem Glycerin (viv) in LB-Medium
vermischt und in 2 ml Nunc-Reaktionsgefd3en mit Schraubdeckeln bei - 80°C eingefroren.
3.2.  Kultivierung héherer eukaryontischen Zellen
3.2.1. Zdlenvermehrungin Suspension

Alle Arbeten werden unter Laminaflul? mit autoklavierten oder Seilfiltrierten Lésungen,

autoklavierten Glaswaren und mit vom Hergdler entkeimten Kundsoffmaeridien sowie
Nahrmedien durchgefihrt. Die tellweise adhérenten HelLaZelen werden in Joklik-Medium, bel
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37°C, 5% CO; und 95% Luftfeuchtigkeit gehdten. Das Medium wird mit 5% FCS (Viv),
2 mM L-Glutamin sowie 75 U/ml Penicillin und 50 ng/ml Streptomycin supplementiert. Vor
Gebrauch wird das FCS 30 min bel 55°C hitzeinaktiviert. HelLa-Zdlinien werden bis zu einem
Kulturvolumen von 200 ml in Medium hochgezogen, welches 200 g/ml Neomycin (G418) enthdlt.
Be groféeren Voluminain Spinnergefélien (10 Liter) wird auf diese Sdektion verzichtet. Die 8wql6-
Hybridomasuspensonszdllen werden in RPMI 1640-Medium gehalten, das entweder mit 5% (v/v)
FCS oder 2% (viv) Ultroser-L6sung supplementiert wird. Die Hdtung efolgt in horizonta
gelagerten Zdlkulturflaschen oder Spinnergefélien auf Magnetriihrern. Suspensions-zellen werden
jeden Tag 1:2 verdinnt und so bel einer kongtanten Zdldichte von 5,5 x 10° Zdlenml gehdten. Bel
logarithmischen Wachstum verdoppdt sch die Zdldichte be 37°C in 24 h. In einer Neubauer-
Zéhkamme werden unter dem Lichtmikroskop die Zdlen gezéhlt. Alle kontaminierten
Einwegmaterialien werden autoklaviert und dann dem Abfdl zugeftihrt. Mediumreste werden durch
Hypochlorid-Losung Seriligert.

3.2.2. Anlegen von Dauerkulturen

Fur Dauerkulturen eukaryontischer Zelen wird eine logarithmisch wachsende Suspensonskultur
abzentrifugiert (Heraeus, 1500 rpm, 5 min). Es werden je 1x 10" Zdlen mit 1 ml eiskaltem Freeze-
Medium aufgenommen, und in 2 ml Nunc-Resktionsgefd3en mit Schraubdecken gut warmeisoliert
48 h be -80°C gdagert. Endglitig gelagert werden die Aliquots in flissgem Stickstoff. Zum
Auftauen werden die Zdlen rasch auf 37°C erwdrmt, mit 10 ml komplettem Medium vermischt,
abzentrifugiert (Heraeus, 1500 rpm, 5 min), und in 10 ml neuem Medium resuspendiert.

Freeze-Medium:; 80 % (v/v) RPMI- bzw. Joklik-Medium
10% (v/v) FCS
10% (v/v) DMSO

3.3. Hefekulturen

3.3.1. Anzucht auf Agarplatten

Aus Glycerin- oder Hussgkulturen wurden mit ener derilen Impfése die Hefen auf
entsorechenden Agarplatten ausgestrichen. Hussgkulturen konnten nach geeigneter  Verdinnung
auch direkt ausplattiert werden um vereinzelte Kolonien zu bekommen. Die Platten werden bel 30°C
fur 2-10 Tage inkubiert. Fur die Bestimmung der Temperatursengitivitét wurden die Platten bel 37°C
oder 16°C inkubiert.
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3.3.2. Vermehrung in Flussigkultur

Zur Anzucht von Hefen wurden Einzelkolonien von Kulturplatten in 5-20 ml des entsprechenden
Mediums angeimpft und tber Nacht bei 30°C unter Schiitteln inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde
in frischem Medium auf eine Dggo= 0,1 verdiinnt und unter Schitteln (200 rpm, aerobe Bedingungen)
weiter ba 30°C inkubiert. Entsprechend der weiteren Verwendung der Hefen wurden sie bel
unterschiedlichen OD-Werten geerntet. Fir Transformationen sollten sch die Hefen in der frihen
logarithmischen Wachstumsphase befinden, d.h. se wurden ba einer ODgy zwischen 0,6 - 0,8
geerntet. FUr Protelnextraktion konnten se bis zu einer ODgoo VOn 3 wachsen.

3.3.3. Sammhaltung

Ubernachtkulturen der einzelnen Stamme wurden abzentrifugiert und das Zellpellet wurde mit
60% Glycrinin 1 x TE resuspendiert, bel - 80°C eingefroren. Um Glycerinkulturen von Plattenkultur
anzulegen, mul¥en die Hefen dicht auf ener Plate ausgeschtrichen werden. Nach 2 - 3 tagige
Inkubation bel 30°C wurde der Zelrasen mit einer Impfose abgekratzt und in 60% Glycerin in 1 x
TE suspendiert. Glycerinkulturen sind bel - 80°C fur mehrere Jahren haltbar.

3.4. DNA-und RNA-Arbeitstechniken

3.4.1. Bestimmungder Konzentration und Reinheit einer Nukleinsiure-Pr&par ation

Die Konzentration der DNA-L6sung wird Uber ihre Absorption bel 260 nm ermittelt. Dabel
entspricht 1 OD,g, einer Konzentration von 50 g ds-DNA/m. Als Kriterium fir die Reinhet ener

DNA-Prdparation wird das Verhdtnis OD,g0/OD,g, herangezogen. Fir reine DNA schwankt
dieser Wert je nach G/C-Gehdt der Probe zwischen 1,8 und 2,0. Niedrigere Quotienten zeigen

Proteinverunreinigungen an, hohere lassen auf die Anwesenheit von RNA schlief3en. Ba RNA-
L6sungen entspricht 1 OD,g einer RNA-Konzentration von 40 ng/ml.

3.4.2. Chloropane-Extraktion und Fallung von Nukleinsduren

Die Chloropane-Extraktion ist eine Routinemethode zur Denaturierung und Entfernung von
Proteinen aus Ldsungen von Nukleinséuren und Proteinen. Wenn nicht anders beschrieben, wird die
Nukleinsdure-Losung mit eénem Volumenanteil Chloropane versatzt, auf dem Vortex vermischt, und
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fir 3 min bei RT zentrifugiert (Eppendorf-Tischzentrifuge, 14.000 rpm, RT). Der Uberstand wird in
ein neues Reaktionsgefal? Uberfiihrt, mit einem Volumenantell Chlorofornmv/isoamylakohol [24:1(vV)]
gemischt und erneut fir 3 min zentrifugiert (Eppendorf-Tischzentrifuge, 14.000 rpm, RT). Der
walyige Uberstand wird abgenommen und in en neues ResktionsgefaR Uberfilhnt. Restliches
Chloropane wird durch anschliel}ende Ethanol-fdlung der DNA entfernt. Bel der Zugabe von
Alkohol kommt es in Gegenwart relaiv hoher Konzentrationen an monovadenten Kationen zur
Aggregation der Nukleinsdure-Molekile und zur nachfolgenden Prézipitation. Niedermolekulare
Oligonukleotide, Nukleotide und Saze bleiben dabel in Lésung. Die Nukleinsduren werden aus der
Lésung durch Zugabe von 1/10 Volumenantel 3 M Natriumacetat (pH5,0) und 2,5
Volumenanteilen eiskdtem Ethanol (100%) gefdlt. Der Ansatz wird vermischt und 10 - 20 min bel -
20°C inkubiert. Nach einer zehnminitigen Zentrifugation (Heraeus Biofuge 28 RS, 20.000 rpm,
4°C) wird das Prézipitat mit 70%igem Ethanol gewaschen, nochmas fir 10 min zentrifugiert und in
der Lyophille getrocknet. Schlieldich wird die DNA in einem gegigneten Volumen TE gel64t.

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

3.4.3. Renigungvon DNA Uber Gdfiltration

* Reinigung uber eine Sephadex G50: Die DNA wird in eénem Volumen bis 0,1 ml auf @ne mit
TE &quilibrierte 1 ml Sephadex G50-Saule (" Nick column”, Pharmacia) aufgetragen. Die Saule wird
mit TE duiert und der Durchlauf fraktioniert gesammet. Die erste Fraktion von 0,35 ml wird
verworfen, in der zweiten Fraktion von 0,4 ml duiert die DNA. Hierbel werden Salze, Nukleotide
;Jznd grobe Verunreinigungen abgetrennt. Bevorzugt wird die Methode zur Abtrennung der DNA von

P-markierten Nukleotiden eingesetzt. Es konnen noch einzd-strangige Oligonukleotide einer Lange
von 20 - 25 Basen von freien Nukleotiden abgetrennt werden.

* Reinigung Uber eine " micro-spin column™: Diese Methode hat sich bei der Reinigung langer
DNA-Fragmente (230 bp) bewdhrt, die in EMSAS eingesetzt wurden. Dazu wird das Volumen
eines Markierungsansatzes mit TE auf 50 pl aufgeftllt. Die mit TE &quilibrierte Gdfiltrationssaule wird
auf dem Vortex gut durchmischt und anschliel3end nach Abbrechen des unteren Verschlusses mit
leicht gedffnetem Deckd auf ein Eppendorf-Resktionsgefdd gesetzt. Zur Entfernung von
Uberschiissgem TE wird die Saule zentrifugiert (Tischzentrifuge, 3.500 rpm, 1 min) und anschliel2end
auf en frisches Eppendorf-Reaktionsgefdd gesetzt. Die Saule wird mit dem Markierungsansatz
beladen und erneut zentrifugiert (Tischzentrifuge, 2 min, 3.500 rpm). Das gereinigte DNA-Fragment
befindet sch unverdinnt im Eluat. Zur Aktivitdsbesimmung wird 1 pl im Szntillationszéhler
gemessen.
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3.4.4. Reinigung von DNA lber DE52-Saulen

DNA kann in biebigen Volumina in 0,2 x STE-Puffer auf mit 0,2 x STE &quilibrierte Saulen
aufgetragen, ebenfdls mit 0,2 x STE gewaschen und mit 0,5 x STE duiert werden. Hierbel werden
dle Sdze, Nukleotide und vidle Proteine abgetrennt. Dazu werden 0,5 ml Sdulen-materid in eine mit
dlikoniserter Glaswatte verschlossene 1 ml Plagtikspritze gegeben. Die Saule wird mit 0,2 x STE
aquilibriert, mit der DNA bdaden, funfma mit je 05 ml 0,2 x STE gewaschen, und schlieldich
dreima mit 0,15 ml 0,5 x STE duiert.

Mit diessr Methode werden radioaktiv markierte DNA-Proben fir das Durchmustern von
Genbanken sowie fir Northern Blot Analysen Uber DE5S2 gereinigt. Es hat sich bewéhrt, diese
Proben vor der Hybridiserung steril zu filtrieren, um weniger Hintergrundsignae zu erhdten.

0,2x STE: 200 mM NaCl in TE
0,5x STE: 500 mM NaCl in TE

3.4.5. Minipraparation von Plasmid-DNA aus E. coli (Del Sal et al ., 1988)

2 ml einer UN-Kultur werden abzentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge, 14.000 rpm, 30 s, RT). Der
Uberstand wird moglichst quantitativ abgenommen und verworfen. Das Sediment wird in 200 ml
STET-Puffer mit 2 mg/ml Lysozym auf dem Vortex suspendiert. Nach einer funfminttigen Inkubation
bel RT werden die Proben in einem Heizblock 45 s bis 60 s auf 95°C erhitzt und anschlief3end
10 min ba RT zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge, 14.000 rpm). Die Bakterienreste mit der
chromosomaden DNA snd nach der Zentrifugation zu einem gdlertartigen Klumpen verdichtet, der
mit enem Zahndocher restlos aus dem Resktionsgefdd entfernt wird. Zum plasmidhdtigen
Uberstand werden dann 8 ml einer 5%igen CTAB-Losung (w/v; in H,0) pipettiert. Das entstehende
Prézipitat wird nach ener finfminttigen Inkubation ba RT abzentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge,
14.000 rpm, 10 min, RT) und, nachdem der Uberstand restlos entfernt worden ist, wieder in 300 mi
1,2 M NaCl gdogt. Die Nukleinsauren werden anschliel3end durch Zugabe von 750 ml absolutem
Ethanol gefdlt, nach ener finfmindtigen Inkubation bel RT abzentrifugiert (Heraeus Biofuge 28 RS,
20.000 rpm, 10 min, 4°C), in 750 ml 70% Ethanol gewaschen und dann erneut zentrifugiert. Das
Prézipitat wird 5min im Olpumpenvakuum getrocknet und schlielich in 50 m TE-Puffer
aufgenommen. Zwischen 3m und 5m diesr Préparation reichen fir ene andytische
Redtriktionshydrolyse aus.

STET-Puffer: 8% (w/v) Saccharose
0,1% (v/v) Triton-X-100
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50 mM EDTA
50 mM Tris-HCI, pH 8,0

3.4.6. Amplifikation von DNA mit der Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Zur Amplifizierung von NC2a - und NC2b/Dr1-Derivaten aus Plasmid-DNA bzw. aus Hela
cDNA lber die Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et al., 1988) wird Tag- oder Vent-DNA-
Polymerase verwendet. Die Vent-DNA-Polymerase bestzt ene 3®5 "Proofreading’-
Exonukleasesktivitét, die im Verglech zur Tag-DNA-Polymerase zu einer zehnfach hoheren
Genauigkeit der DNA-Synthese fihrt. Ein weiterer Unterschied zur Tag-DNA-Polymerase besteht
darin, dal3 die Reaktiongprodukte glatte Enden besitzen, was die nachfolgende Klonierung erleichert.

Der Reaktionsansatz enthdt jeweils 200 pmol Primer, 100 ng genomische (oder 20 ng Plasmid)
DNA, 400 uM jedes dNTPs, 10 pl des vom Hergdler mitgdieferten 10 x PCR-Puffers und 0,5
Enzym-Mix in enem Gesamtvolumen von 100 pl. Der Ansaiz wird auf Eis zusammenpipettiert und
die Reaktion durch Zugabe des Enzyms be 94°C in der PCR-Maschine gestartet ("Hot gtart™).
Dadurch werden unspezifische Paarungen der Primer in der ersten Amplifikationsrunde vermieden.
Die Hybridiserungstemperatur wird mit Hilfe des Computer-Programms OLIGO 4.0-s bestimmt; fir
jedes G oder C im hybridiserenden Bereich der PCR-Primer ergibt sich eine Erhéhung der
Temperatur (von 0°C ausgehend) um ca. 4°C, fir jedes A oder T eine Erhéhung um ca. 2°C. Die
Polymerisationsdauer wird durch die Lange der zu amplifizierenden Sequenz bestimmt, da die
Synthesegeschwindigkeit der verwendeten hitzestabilen Polymerase bel 72°C be ca
1000 Nuklectiden pro min liegt. Im folgenden ig en Bespid fir die Amplifikation von PCR-
Fragmenten bis zu 1 kb in einer PCR-Maschine angegeben:

Zyklenummer 1 2-3 4-25 26
Denaturierung M°C  120s MI°C 30s MI°C  30s

Hybridisierung 56°C 30s 62°C 30s

Elongation 72°C 60s 72°C 60s 72°C 5min

Es wird dabel eine anfangliche Hybridiserungstemperatur der Primer von 56°C voraus-gesetzt.
Durch zusétzliche DNA-Sequenzen mit Restriktionsschnittstellen am 5-Ende des Primers wird nach
den ersden Amplifikationsrunden die Hybridiserungstemperatur auf 62°C erhtht. In der letzten
Runde werden in dem verléngerten Elongationsschritt evtl. nicht fertig synthetiserte Produkte
aufgefllt.  Jewels 5y enes PCR-Ansazes werden anschlielend Uber  ene
Agarosegelelektrophorese analysert.
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Um eine amplifizierte cDNA gerichtet in den bakteriellen Expressonsvektor pET15b kloniert zu
konnen, bedtzen die Primer Ublicherweise Schnittstelen fur die Redriktions-enzyme Ndel und
BamHlI.

10 x Vent-PCR Puffer: 100 mM KCl
200 mM Tris/HCI, pH 8,8 (25°C)
100 mM (NH4)2S04

20 MM MgSO4
1% (v/v) Triton X-100

3.4.7. Restriktionshydrolyse von DNA

Im dlgemeinen werden 3-5m ener CTAB-Plasmidminipréparation (300-600 ng) in enem
Volumen von 10m hydrolysert. Die Ansiize enthdten neben dem fir das jewellige Enzym
optimaen Redriktionspuffer noch 0,5-1 ng/ml RNase A und 0,5-1 m des Restriktions-enzyms (2-
10 U). Die Reaktionen werden fir 1 h bel der vom Hergtdler angegebenen optimaen Temperatur
inkubiert. Soll eine Spatung mit zwe verschiedenen Enzymen durchgefiihrt werden, kann en
Doppeverdau in einem Spatungsansatz durchgeftihrt werden, sofern beide Restriktionsenzyme unter
gleichen Pufferbedingungen spdten. It dies nicht der Fall, wird die Nukleinsdure zunéchst mit enem
Enzym geschnitten, der Ansatz mit Chloropane extrahiert, die DNA mit Ethanol gefdlt und
anchliel¥end mit dem zweiten Enzym hydrolysert.

RNase A: 10mg/ml in
10 mM TrissHCI, pH 7,5
15mM NaCl
15 min kochen

3.4.8. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Geleektrophorese wird in horizontden Gelgpparaturen durchgefihrt. Je nach der
Grofde der zu trennenden Nukleinséure-Fragmente schwankt die Agarosekonzentration zwischen
0,7% und 2% (w/v). Als Laufpuffer dient 1x TBE; die aufzutrennenden Proben werden in 1 X
Auftragspuffer aufgetragen. Um die Nukleinsturen unter UV-Licht schtbar zu machen, wird der
Gdl6sung unmittelbar vor dem Giel2en Ethidiumbromid (0,5 ng/ml Endkonzentration) zugesetzt oder
das Gd 30 min in 1 x TBE mit Ethidiumbromid nachgefé&rbt. Die Elektrophorese erfolgt bel einer
Feldstarke von 5 V/iem.
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5 x Auftragspuffer: 30% (v/V) Glycerinin H,O
0,25% (w/v) BPB
0,25% (w/iv) XC

3.4.9. Elution von DNA aus Agar osegelen

» Gelelution mittels des " Gel Elution Kit" (Qiagen): Das ausgeschnittene Agarosegelstiick mit
dem gewiinschten DNA-Fragment wird in ein Eppendorf-Reaktionsgefal transferiert, gewogen, und
mit dreé Volumenanteilen Puffer QX1 versetzt. Nach 10 min Erhitzen auf 50°C und zwe- bis
dremdigem Mischen ig die Gematrix gdost. Man setzt 10m 3 M NaOAc (pH 5,0) zu und
pipettiert die Losung auf ene Sauleneinhet (QIAquick Spin Column), die in eénem 2m
Resktionsgefdl3 plaziert ist. Nach 1 min Zentrifugation (Tischzentrifuge, 14.000 rpm) bei RT wird die
gebundene DNA mit 0,75m PE-Puffer gewaschen, und nach 5min Stehenlassen erneut
zentrifugiert. Der Waschpuffer wird verworfen, und ein weiterer Zentrifugationsschritt befreit die
Saulenmatrix von letzten Pufferresten. Man plaziert die Sauleneinhet in ein neues 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefdl3, pipettiert 40 m TE auf die Matrix, bdd se fir 5 min auf RT und zentrifugiert die
eluierte DNA &b (Tischzentrifuge, 14.000 rpm).

Die Puffer QX1 und PE sind dem Kit beigefugt.

* "Freeze-thaw" -Methode: Die gewinschte DNA-Bande wird unter UV-Licht be ener
Welenlange von 365 nm detektiert und ausgeschnitten. Nach dem Transfer in eine Ultrafree-
Filtereinheit wird die Probe auf Trockeneis eingefroren und b RT aufgetaut. Viermdiges
Wiederholen dieser Prozedur vervollsténdigt die Zerstorung der Gelmatrix. Das Gelstiickchen wird
in habgefrorenem Zugtand zentrifugiert (Sigma 2K 15 Kihlzentrifuge, 2.000 rpm, 15 min, 4°C). Das
Eluat wird mit Chloropane extrahiert, die DNA wird mit EtOH gefdlt und in 10-50 M TE

aufgenommen.

- Elektroelution: Das Agarosege wird in seiner Gielform in die Elektrophoesegpparatur gelegt,
wobel darauf geachtet wird, dal3 der TBE-Puffer das Gel gerade nicht mehr bedeckt. Vor der
gewlnschten Bande wird mit dem Skapell en rechteckiger Trog ausgeschnitten, der mit ener
vorbehanddten Didysemembran (Spectropor, Ausschlul3volumen 9 kDa) ausgekleidet wird. Dieser
Trog wird mit ca. 0,3 - 0,4 ml 1x TBE-Puffer gefllt. Die Elektrophorese wird fortgesetzt, bis die
Bande in den Trog eingewandert ist, was unter UV-Licht einer Wellenlénge von 365 nm kontrolliert
werden kann. Schliefdich polt man die Elektroden fir 30s um, Ubeflihrt die DNA-hdtige
Pufferlsung in ein Eppendorf-Resktionsgefal3, extrahiert und fallt Se wie oben beschrieben.
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3.4.10. Reinigung synthetischer Oligodeoxyribonukleotide

Da die automatische Oligodeoxyribonukleotid-Synthese nicht mit 100%iger Ausbeute verlauft,
and in jeder Rohprgparation noch Oligodeoxyribonukleotide vorhanden, die kirzer ds das
erwinschte sind. Diese missen erst Uber eine Geldektrophorese abgetrennt werden. Dazu wird die
lyophiliserte Oligodeoxyribonukleotidpréparation in 40 m H,O aufgenommen und mit enem
Volumenantell Formamid-Auftragspuffer versetzt. Es schlidd dch eine gddektrophoretische
Auftrennung in @nem 15mm dicken, 11 - 15%igem (je nach de Lénge der
Oligodeoxyribonukleotide) denaturierenden Polyacrylamidgel an. Nach der Geldektro-phorese kann
die der DNA entsprechende Bande durch UV-Loschung be 254 nm schtbar gemacht und
auggeschnitten werden. Die zerkleinerte Gelmatrix wird mit 500 mi H,O Uber Nacht bei 37°C
gechiittet. Durch eine Zentrifugation in einer Millipore Ultrafree Filtereinhelt (Eppendorf-Zentrifuge,
2.000 rpm, 10 min, RT) werden Polyacrylamid-bruchstiicke von der wassrigen Lésung abgetrennt.
Durch Zugabe von 1/100 Volumenanteil 1M MgCl,, /10 Volumenanteil 3M Natriumacetat (pH
50) und 25 Volumenanteilen eskdten Ethanol (100%) werden die Oligodeoxyribonukleotide
gefdlt. Nach zehnminUtiger Kihlung bel - 20°C wird die DNA abzentrifugiert (Heraeus Biofuge 28
RS, 20.000 rpm, 10 min, 4°C) und nach enem Waschschritt mit 70% Ethanol und Trocknung in der
Lyophille in 50m H,O aufgenommen. Zur Konzentrationsbestimmung wird ein Aliquot dieser

L6sung 1:200 verdiinnt und die optische Dichte bel 260 nm gemessen.

Formamid-Auftragsl dsung: 0,1% (w/v) BPB
0,1% (w/v) Xylencyanol
0,5mM EDTA
98% (v/v) Formamid

3.4.11. Radioaktive Markierung von Oligodeoxyribonukleotiden am 5 -Ende

Oligodeoxyribonukleotide tragen synthesebedingt keinen Phosphatrest an ihrem 5'-Ende. Einzel-
oder doppelstrangige DNA wird mit T4-Polynukleotidkinase am 5°-Ende der DNA markiert und
zum Beispid fir die Ligation in dephosphorylierte Vektoren vorbereitet.

Fur die Endmarkierung werden 10 pmol dephosphorylierter DNA mit 1U T4-Polynukleotid-
kinase in Gegenwart von 50 mCi (16,5 pmol) ¢-[*’PJATP in dem vom Hersteller mitgeliefer-ten
Kinase-Puffer 1 h bei 37°C inkubiert. Das Enzym wird sukzessve in zwel Aliquots & 05m
zugegeben, da es be 37°C ene geringe Habwertszeit bestzt. Anschliel3end wird die DNA vom
restlichen ATP wie in Kapitel 3.4.3 beschrieben tber Sephadex G-50 abgetrennt. Wird DNA mit
unmarkiertem ATP phosphoryliert, liegt die ATP-Konzentration be 10 M und es werden 0,5 U
Polynukleotidkinase pro pmol DNA-Fragment eingesetzt.
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10 x Polynukleotidkinase-Puffer: 700 mM Tris/HCI, pH 7,6
100 mM MgCl2

50 mM DTT

3.4.12. Dephosphorylierung von DNA

Die akdische Phosphatase aus Kédberdarm entfernt in einem linearen, doppelstrangigen DNA-
Molekil endsténdige 5-Phosphatgruppen. Eine Entfernung von Phosphatresten wird durchgefiihrt,
wenn ba Klonierungen die interne Religation eines Vektors durch die anschliel¥ende DNA-Ligase-
Resktion verhindert werden soll.

Es werden in enem Resktionsansatiz 0,1U Enzym pro pmol DNA mit kohdsven 5-
Uberhéngenden Enden eingesetzt. Die Resktion wird fir 1 h be 37°C im Resktionspuffer
durchgefihrt. Zur Inaktivierung der akalischen Phosphatase wird dann EDTA (pH 8,0) zu ener
Endkonzentration von 5 mM zugegeben und 10 min auf 75°C erhitzt. Die DNA wird anschlief3end
mit Chloropane extrahiert und mit Ethanol gefdlt.

Phosphatasepuffer: 50 mM NaCl
10 mM TrisHCI, pH 7,9
10 mM MgClo

1mM DTT

3.4.13. Auffullen von 5 -0ber hdngenden DNA-Enden

Das Klenow-Fragment ist die grof3e Untereinheit der DNA-Polymerase | aus E. coli, der die
5® 3 Exonukleaseaktivitdt fehlt. In Gegenwart von Deoxyribonukleotiden flllt das Klenow-
Fragment 5 -Uberhdngende DNA-Enden auf. Dazu werden in einem Volumen von 50 pl 0,1 bis 1 g
DNA, 5ul 10x Klenow-Polymerase Puffer, 100 uM dNTPs und 5 U Klenow-Polymerase fir
20 min bel RT inkubiert. Das Enzym wird anschliel3end fir 20 min bei 75°C inaktiviert.

Fur die radioaktive Endmarkierung von Oligodeoxyribonukleotiden enthdlt die Resktion: 10 pmol
DNA, 2 ul 10 x Klenow-Polymerase Puffer, 5U Klenow-Polymerase, 1 mM dGTP, 1 mM dCTP,
1mM dTTP, und 5ml a-[SZP]dATP (3000 Ci/mmal) in enem Gesamtvolumen von 20 pl. Die
Reaktionen werden fur 30 min bel RT inkubiert. Die Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide erfolgt
Uber eine Sephadex G50-Saule. Die radioaktiv markierten Oligodeoxyribonuklectide kdnnen bis zu
6 Wochen bel -20°C gelagert werden.

De Einbau des terminden Nukleotids verlauft sehr uneffektiv (5-10%). Be radioaktiven
Markierungen sollten Nukleotide daher an der innersen Postion, zumindest aber an der
2weltaulRersten Pogition eingebaut werden.
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10 x Klenow-Polymerase Puffer (New England Biolabs): 100 mM Tris/HCI (pH 7,5)
50 mM MgCl2

5SmM DTT

3.4.14. Ligation von DNA

Zunéchst werden Aliquots der zu ligierenden DNA-Fragmente nebeneinander auf einem
Agarose-Ge aufgetrennt, um die Mengenverhdtnisse abschétzen zu kénnen. Fir die Ligation wird
ein molares Verhdtnis Fragment:Vektor von 3:1 bis 5:1 gewéhlt, wobel die Gesamtmenge an DNA
zwischen 50 ng und 100 ng liegt. Vektor-DNA, die lediglich mit eéinem Redtriktionsenzym linearisert
wurde, wird im dlgemeinen vor der Ligationsresktion an ihren Enden dephosphoryliert, um ene
Rdigation des Plaamides zu verhindern. Gilt es lediglich, einzelne DNA-Fragmente zu zirkularisieren,
o wird in einem 50 M Ansatz ligiert, wahrend man bei dem Einsetzen von Fragmenten in Vektoren
in eénem Resktionsvolumen von 20 m arbeitet. In den Ansétzen sind aulRer den DNA-L6sungen und
Wasser noch 1/10 Volumenanteil 10 x Ligasepuffer und T4-DNA-Ligase (200 - 400 U der Ligase
von New England Biolabs, bzw. 0,5- 1 U der Ligase von Boehringer Mannheim) enthdten. Die
Resktion erfolgt 3- 16 h bei 16°C.

10 x Ligasepuffer (New England Biolabs): 500 mM Tris-HCI, pH 7,5
100 mM MgCl,

100mM DTT
10mM ATP
25 my/ml BSA

3.4.15. Herstelung transfor mationskompetenter E. coli (hach M. Scott, unver 6ffentlicht)

Der Bakteriensamm wird auf einer LB-Plate ausgedrichen, die gegebenenfals mit einem
gedigneten Antibiotikum versetzt ist, und UN bei 37°C bebriitet. Eine einzelne Kolonie wird in 20 ml
TYM bis zu ener ODgyo von 0,2 - 0,8 vermehrt. Die Suspension wird auf 100 ml TYM verdinnt
und in enem 1 Liter-Kolben bis zu einer ODgqq von 0,6 gezogen. Nun wird durch sanftes Schiitteln
des Kolbens in einem Eis’Kochsd zbad rasch auf 0°C heruntergekdhlt, bei 4000 U/min und 0°C im
GSA-Rator 15 min zentrifugiert und das Sediment vorgchtig in 100 ml TfBI suspendiert. Danach
wird wie oben, jedoch nur 8 min, abzentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Sediment
durch vordchtiges Schiitteln auf Eis in 20 ml kaltem TfBIl suspendiert. Schliedich werden 0,1 ml
Aliquots in vorgekihlte Eppendorf-Gefdde pipettiert, in flissgem Stickstoff eingefroren und be -
80°C aufbewahrt.
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TYM-Medium: 2% (w/v) Bactotrypton
0,5% (wi/v) Hefeextrakt
100 mM NaCl
10mM MgSOy

TiBI: 30 mM KOAc
50 mM MnCl2

100 mM NaCl
10 mM MgSOy4

TEBII: 10 mM MOPSpH 7,0
75mM CaCly

10mM KCl
10% (v/v) Glycerin

3.4.16. Transformation kompetenter E. coli (hach M. Scott, unver 6ffentlicht)

100 m einer kompetenten E. coli Suspenson werden auf Eis aufgetaut und 20 - 50 i @nes mit
TE 1.5 verdinnten Ligationsansaizes vorschtig zugemischt. Der Ansaiz wird 30 min auf Eis
inkubiert, 5 min auf 37°C ewamt, erneut 2 min auf Eis geselt und schliedich mit 0,9 mi
vorgewarmten LB-Medium vermischt 45 - 60 min bel 37°C geschiittdt. Je nach eingesetzter DNA-
Menge werden 50m bis 1000 M Aliquots auf LB-Agarplatten mit Zusatz von Antibiotikum
ausgestrichen und UN bei 37°C inkubiert.

3.4.17. Klonierung von verschiedenen NC2-Derivaten

34.17.1. Klonierung von NC2-Deletionsmutanten

NC2a- und NC2b-Deetionsmutanten a 8-80, a8-88, a8-125 und b10-129 wurden mit den
entsprechenden Primerpaaren a8to13/a30, a8to13/a88, a8to13/al25 und b10to16/b129 aus der in
PET15b kionierten NC2a (NC2b)-cDNA Uber PCR amplifiziert. Nach Hydrolyse mit Nde | und
BamH | wurden die PCR-Produkte in ein modifiziertes pET15b-Plasmid kloniert, das mit Nde | und
BamH | geschnitten worden war, bzw. in ein pET11a-Derivat umkloniert.

Um die NC2-Deetionamutanten in die Hefeexpressionsvektor (pMAC102 oder pJX14) zu
klonieren, werden de zuerst ds Ndel/BamH |-Fragmente aus dem pET15b-Vektor ausge-
schnitten. Die 5'-Uberhéngenden DNA-Enden wurden mit dem Klenow-Polymerase (beschrieben in
3.4.11) aufgeflllt. Die Fragmenten mit glatten Enden wurden anschlief3end in Hefeexpress onsvektor
ligiet, die mit Sma | geschnitten und dephosphordiert waren. Dabel wurden die Mutanten der
NC2a inspMAC102 und die der NC2b ins pJX14 kloniert.
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3.4.17.2. Klonierung von NC2-Punktmutanten (M utagenese nach Kunke et al., 1987)

Fur die Mutagenese nach Kunkd wird uracilhdtige Einzestrang DNA bendtigt. Dieser wird
gewonnen erstens durch Transformation von kompetenten dut’, ung’ E. coli CJ236 Zdlen (Lindahl,
1974; Konrad and Lehman, 1975; Duncan et al., 1978; Hochhauser and Weiss, 1978) mit
Plasmid-DNA (pRCCMV-hNC2a oder pRCCMV-hNC2b) und zweitens durch die Infektion
dieser Transformanten Uber F-Pilis mit dem Heferphagen M13K07 (Dotto and Zinder, 1984,
Phamacia) und anschlief3ender Einzelstrangprdparation. Der Helferphage verpackt den uracilhatigen,
enzddrangigen, plus Strang und knospt ds Phage aus der infizierten Zdlen. Aus den sch im
Uberstand befindlichen Phagenpartikeln wird der uracilhaltige ss-Strang gewonnen.

Das Fehlen der durch dut kodierten dUTPase |8 die Konzentration an dUTP in Bakterienzellen
CJ236 angeigen. Dieses konkurriert dann mit dTTP um den Einbau in die DNA. Da diese Zéellen
durch den ung’ nicht Uber das Enzym Uracil-N-Glykos dase vergniigen, wird in die DNA eingebaute
Uracil nicht wieder entfernt. Dieser gewonnene uracilhdtige Einzelstrang wird im Rahmen der in
vitro-Mutagenese mit enem am 5-phosphordierten Primer, das die Mutation beinhatet,
hybridisert, welcher mit Hilfe der T4-DNA-Polymerasaverlangert und Uber die T4-DNA-Ligase
zirkuliert wird. Die so gebildete Heteroduplex-DNA wird in einen dut™, ung® E. coli-Stamm SURE
transformiert. Die Uracil-N-Glykosdase schédigt nun durch Entfernung der Uracilreste den parenta
Strang und verschaft so der gewlnschte Mutante enen Sdektionsvotell in der ersten
Replikationsrunde. Die so erzeilte Mutangeneseausbeute liegt bel hoher as 50%.

- Synthese von Einzelstrang-Phagen-DNA: Die Prgparation der Phagen-Einzelsirang-DNA
erfolgt nach der Protokoll von Sambrook et al., 1989.

10 ng Plasmid-DNA (pRCCMV-hNC2a oder pRCCMV-hNC2b) werden in die Bakterien
CJ236 transformiert und auf LB-Agarplatten mit Ampicillin (100 pg/ml) und Chloramphenicol (25
pg/ml) UN bei 37°C inkubiert. Am néchsten Morgen werden 3 ml 2xY T-Medium (enthalt 100 pg/ml
Ampicillin und 25 pg/ml Chloramphenicol) mit einer Bakterienkolonie angeimpft und 6 h bel 37°C,
200 rpm geschiittelt. Nach Zugabe von Helferphagen M 13K 07 in einer Endkonzentration von 2x10
pfuw/ml Medium wird die Bakterienkultur 2 h bel 37°C, 200 rpm inkubiert. Kanamycin wird in ener
Endkonzentation von 70 pg/ml zugegeben und die Kultur wird UN bei 37°C, 200 rpm geschiittelt.

- Praparation der ss-DNA: Die Bakteriensuspension wird zur Priparation der Einzelstrang-DNA
bei 4°C, 1000 rpm fir 15 min abzentrifugiert. Der phagenhdtige Uberstand wird in ein frisches
Resktinagefdd Uberfihrt und erneute unter gleicher Bedingungen abzentrifugiert. Der zweite
Uberstand mit Phagenpartikeln wird gefdlt durch Zugabe von 1/5 vol. 5x PEG/NaCl und eine
Inkubation von 15 min bel RT. Die Phagenpartikeln werden durch eine Zentrifugation bel 14000 rpm
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fir 10 min peletiert und in 100 yl TE aufgenommen. Nach Zugabe von 50 pl Phenol werden die
Phagensuspension kréftig gevortext fur 15 Sec. Die resuspendierte Phagen werden erneute inkubiert
be RT fur 15 min und gevortext. Nach ene zentrifugation mit voller Gechwindigkeit wird die ss-
phagen-DNA  mit 10 pml 8 mM LICIl und 250 pu  100% EtOH be
-80°C gefallt.

Die Konzentration der sssDNA-L6sungen wird photometrisch be der Wdlenlénge von 260 nm
bestimmt. Die Konzentration ergibt dsch fir ssDNA aus folgende Verhdtnis
1 ODgg0= 33 ug ssDNA/m.

- Annealing des Primers: Die 10 pl Annedlingsresktion enthdt 200 ng sssDNA und 3 pmol 5-
phosphordierte Primer (beschrieben in 3.4.11) mit Mutation und 1 pl 10x Anneding-Puffer. Die
Reaktion erfolgt Uber eine Aufkochen bei 95°C fir 5 min und darauffolgende abkiihlung auf RT. Die
Resaktionsgemisch wird dann auf Eis gelegt.

- Synthese des komplementaren DNA-Stranges: Zu der auf Eis befindlichen Reaktion werden
auf Eisin folgende Reihenfolge folgendes hinzupippetiert:

1 pl 10x Synthesepuffer

0,5 ul T4-DNA-Ligase (5 U/pl)

0,5 pl Gen 32-Protein (5 mg/ml)

1 pl T4-DNA-Polymerase (1 U/ul),

Dieser Ansaiz wird 5 min auf Eis, 5 min bei RT und 90 min ba 37°C inkubiert. Danach werde 90 pl
TE hinzugefiigt und der Ansatz bel -20°C gdagert. Zur Trandformation in E. coli SURE wird 10 pl
dieser DNA eingesetzt und auf LB-Amp-Platten ausplattiert.

Alle Konstrukte wurden mit den Primern T7 und T7down sequenziert.

2x YT-Medium: 16 g Bacto-Trypton
10 g Bacto-Y east-Extrakt
5gNaCl
ad H,O zu 1000 ml, pH7,4

5 x PEG/NaCl: 20% (wt/vol) Polyethylenglycol 6000
25M NaCl

10 x Annealing-Puffer: 200 MM TrisHCI, pH 7,4
20 mM MgCl,

500 MM NaCl

10 x Synthese-Puffer: 4mM jedNTPs
75mM ATP
175 mM Tris-HCl, pH 7,4
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37,5mM MgCl )
5mM DTT

Zur Klonierung der NC2-Punktmutanten in die Hefeexpressionsvektor (pMAC102 oder
pJX14), wurden sSe zuerst as Pst I/Not I-Fragmente aus dem pRCCMV-Vektor ausge-schnitten.
Die Fragmenten mit wurden anschlief3end in Hefeexpressonsvektor ligiert, die mit Pst I/Not |
geschnitten und dephosphoreliert waren. Dabel wurden die Mutanten der NC2a ins pMAC102 und
die der NC2b inspJX14 kloniert.

3.4.18. DNA-Sequenzierung
3.4.18.1. DNA-Sequenzierung nach dem Dideoxy-K ettenabbruchverfahren

Die DNA-Sequenzierung wird mit einem Sequenzier-Kit der Firma Pharmacia durchgefihrt, der
auf dem von Sanger et al. (1977) entwickelten Kettenabbruchverfahren basiert. Diese Methode
wurde fir die Sequenzierung von doppddrangiger PlasmidDNA  modifiziet (Chenand
Seeburg, 1985). Es werden die mitgdieferten "short range" Nukleotidprdparationen verwendet, die
eine Sequenzierung von bis zu 500 nt pro Reaktionsansatz ermoglichen. Die Resktionen werden
leicht modifiziert nach Empfehlungen des Hergtd lers durchgeftinrt.

 Denaturierung der DNA: 2 ug doppestrangige Plasmid-DNA werden in 0,2 N NaOH in 10 pl

Gesamtvolumen fir 10 min be RT inkubiert. Nach Zugabe von 2l Primer (5 pmol/ul) wird die
L6sung durch Zugabe von 3 pl 3M Natriumacetat und 5 pl ddH,O neutrdisiernt.

» Fallen der DNA: Nach Zugabe von 50 pl absolutem Ethanol wird der Ansaiz 10 min bel RT
inkubiert, anschlief?end 15 min zentrifugiert (Sorval-Kihlzentrifuge, 15.000 rpm, 4°C). Es folgt ein
Waschschritt mit 70%igem Ethanol (Sorval-Kihlizentrifuge, 5min, 15.000 rpm, 4°C). Die gefdlte
DNA wird fir 5 min in der Speed Vac getrocknet.

» Annealing: Die DNA wird in 10 pl ddH,O aufgenommen und nach Zugabe von 2 pl Anneding-
Puffer zunéchst fir 20 min bel 37°C inkubiert, anschlief®end 10 min bel RT belassen.

 Kettenabbruch und Markierung: Fir jeden Reaktionsansatz werden je 2,5 ul der ddNTP-
Terminationsgemische in  en  Resktionsgefdd pipettiet und be  37°C  vorinkubiert. Die
Markierungsreaktion der annealten DNA erfolgt durch Zugabe von 3 ul des Markierungs-gemisches
(dATP), 0,5 a-[**P-dATP (10 uGi/ pi) und 2 gl T7-DNA-Polymerase (verdiinnt mit Enzym-
Verdinnungspuffer auf 1,6 U/ pl). Nach funfminttiger Inkubation bei RT werden je 4,5 ul des
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markierten Reaktionsansatzes zu den Terminationsgemischen gegeben und 5 min bei 37°C inkubiert.
Die Resktion wird durch Zugabe von je 5 pl Formamid-Auftragspuffer gestoppt. Die Proben werden
kurz zentrifugiert und kdnnen bis zum Auftragen be -20°C gelagert werden. Es werden jewells
1,5 pl jeder Regktion nach dreimintitigem Erhitzen auf 95°C auf ein Sequenzgd aufgetragen.

Der Annealing-Puffer, der Enzym-V erdiinnungspuffer, die ddNTP-Terminationsgemische, und das Markierungs-
gemisch sind dem Kit beigefiigt.

Formamid-Auftragspuffer: 97,5% (v/v) deionisiertes Formamid
10mM EDTA pH 7,5
0,3% (w/v) Bromphenolblau
0,3% (w/v) Xylencyanol

3.4.18.2. (A+G)-Sequenzreaktion nach Maxam-Gilbert-Prozedure (Bencini et al., 1984)

Fur die Sequenzreaktion des DNase |- bzw. [OP],Cu’-Footprints wurden die (A+G)-Reaktion
dar Maxam-Gilbert-Prozedure durchgefihrt. Dazu wurde mit dem "Oligonukleotide-
Sequenzandyse" Kit der Firma Merck gearbeitet. 20 pl (50 x 5 =250 fmol) einsaitig 5-markierte
Doppelstréngige DNA wird mit 2 pl Carrier (Sdmon spermDNA, 2 pg/ul) vermischt und 50
Ameisensiure zugesetzt. Das Gemisch wird fur 3-4 min bal RT inkubiert und gestoppt mit 200 pl
"ACT-Stop"-L6sung. Nach Zugabe von 1 ml 100% katem EtOH wird die DNA gefdlt by einer
Inubation auf Trockenels fur 15 min. Nach Zentrifugation bei 4°C, 1000 rpm fur 10 min, wird das
DNA-Pdlet in 100 yl 0,3 M NaOAc aufgenommen und erneut mit 100%igem EtOH gefdlt. Nach
dem Waschen mit 70%igem EtOH wird das DNA-Pellet getrocknet. Das trockene Pdllet wird mit
100 pl verdinnter Riperidin (frisch verdinnt 1:10 mit ddH,0) resuspendiert. Der folgende Piperidin-
Verdau der DNA-Fragmente erfolg bel 90°C fir 30 min. Die Reaktion wird durch Zugabe von 400
p- Transkriptionsstop-Puffer gestoppt und die geschnittene DNA wird erneut gefdlt. Nach dem
Trocknen wird dein 30 pl Formamid-Auftragspuffer aufgenommen.

Die Ameisenséure, 3 M NaOAc-L6sung, der ACT-StopPuffer,und Piperidin sind dem Kit beigefiigt.

Transkriptionstop-Puffer: 10 mM TrisHCI, pH 7,8
0,1 M LiCl
0,5% SDS
7 M Hanstoff
10 mM EDTA, pH 8,0
0,3M NaOAc, pH 5,3
0,2 mg/ml tRNA

3.4.18.3. Anfertigung eines Sequenzgels und Durchfiihrung der Gelelektrophorese
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Fur die Anfertigung eines Sequenzgd s werden zwel Glagplaten grindlich mit Splimittel gereinigt,
mit dedtilliertem Wasser abgespiilt und mit Ethanol trocken gerieben. Die Ohrenplatte (20 cm x 50
cm) wird mit 15 ml 5%igem (v/v) Dichlordimethylslan (in Chloroform gelést) eingerieben und nach
kurzem Trocknen mit Ethanol poliert. Beide Platten werden dann - durch Abstandshdter (0,5 mm)
getrennt - waagerecht plaziert. Nach Einsetzen des Kammes werden 60ml ener 6%
Acrylamidiésung mit 300 pl 10%igem APS und 60 pl TEMED gemischt und die Losung sofort
zwischen die Platten gegossen. Dabel ist es von Vorteil, wenn die Glasplatten am oberen Ende leicht
erhoht liegen. Das Gdl polymerisert Uber einen Zeitraum von mindestens 1,5 h aus.

Die Elektrophorese erfolgt in einer vertikden Apparatur bei 1500 V (20 mA). Als Laufpuffer
wird 1 X TBE verwendet. Vor dem Probenauftrag erfolgt ein Vorlauf Uber mindestens 30 min bel
1500 V. Anschlief3end werden die Geltaschen mehrere Mae mit 1 x TBE gesplilt, um den aus dem
Gd herausgetretenen Harngtoff zu entfernen. Die Proben werden mit abgeflachten Pipettenspitzen
aufgetragen. Fir eine gleichmédge Erwarmung des Gds wéhrend des Laufs sorgt eine vor eine
Glasplatte geklammerte Aluminiumplatte. Nach der Elektrophorese wird die Ohrenplatte vorsichtig
abgenommen und die Haftplatte mit dem Gd fur 30 min in 10%iger Essgséure und 20%igem MeOH
eingeegt, um die DNA-Fragmente in der Gmatrix zu fixieren. Das G wird auf Whatman 3MM
Papier Uberfihrt, und 1 h bel 80°C (oder 2 h bei 65°C) unter Wasserstrahlvakuum getrocknet. Das
Gd wird be Verwendung von a-[32P]-dATP bel RT autoradiographiert.

Gellbsung: 6-13% (w/v) Acrylamid (Acrylamid: Bisacrylamid = 19:1)
8 M Harnstoff
in1x TBE
Die Acrylamidldsung wird filtriert und bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.

3.5.  Protein-Arbeitstechniken

3.5.1. Konzentrationshestimmung

Proteinkonzentrationen werden nach der Methode von Bradford bestimmt. Zunéchst wird eine
Eichkurve mit BSA ergdlt. Der Nachweis berunt auf der Beobachtung von Bradford (1976),
wonach das Absorptionsmaximum ener sauren Lésung von Coomasse Brilliant Blue nach
Aushildung von Proteinkomplexen von 465 nm zu 595 nm verschoben wird. Fir die Eichkurve
werden 1-20 ng BSA mit 1 ml 1.5 mit Wasser verdinnter und filtrierter Farblésung (Coomassie
Blue, Phosphorsiure, Methanol) gemischt. Nach funfminitiger Inkubation wird die Extinktion bel
595 nm gegeniiber dem Leerwert bestimmt. Mit den Proteinproben wird andog Verfahren und die

Proteinkonzentration aus der Eichkurve abgdesen. Erfahrungsgemdd ergibt sch aus einer
Proteinkonzentration von 5 ng/ml eine ODsg5 Von 0,2.
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3.5.2. SDS-Gelelektrophorese

Die dektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgt unter denaturierenden Bedingungen
[0,1% (w/v) SDS] Uber eine eindimensionale Polyacrylamid-Geldektrophorese (Laemmli, 1970).
Zum Giel¥en der Gele und fUr den Gellauf werden Mini-Gelapparaturen, Abstandshdter und Kémme
der Firma Hoefer verwendet. Zwe Glasplatten mit den Ausma3en von 8 cmx 10 cm werden
zunéchgt grindlich mit Spllmittd und enfach dedtilliertem Wasser gesiubert und trocken mit zwel
Abstandshaltern (0,75 mm) in ener Giel3gpparatur vertikd fixiert. Das Trennge wird bis zu einer
Hohe von 45cm zwischen bede Glagplaten mit ener dinnen Glaspipette gegossen und
anchlielfend mit 0,5 cm einfach dedtilliertem Wasser Uberschichtet, um ene glatte Gdfront zu
erhaten. Die Polymerisation des Trenngds ist nach ca 20 min beendet. Nach Abgiefien des
Wassars wird das Sammelgd 2 cm hoch Uber das Trenngd gegossen und sofort der Kamm
eingesatzt. Nach ungefahr 10 min ist die Polymerisation des Sammelgdls beendet, der Kamm wird
vorgchtig entfernt und das Gel in ene vertikde Gdeektrophorese-Apparatur mit 1 x TGS ds
Laufpuffer eingesstzt. Die Proteinlésungen werden vor dem Auftragen auf das G mit enem
Volumenantell 2x SDS-Auftragspuffer gemischt, 3 min ba 95°C erhitzt und unlddiche Bestandtelle
durch Zentrifugation abgetrennt  (Eppendorf-Zentrifuge, 2min  14.000rpm, RT). Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgt bel 30 mA unter Wasserkiihlung, bis das Bromphenolblau
des Auftragspuffers den unteren Glasplattenrand erreicht hat. Anschliel3end wird das Gdl entweder
angefarbt oder auf eine Nitrocd lulosemembran gebl ottet.

Trenngellésung [15% (1:175) fir 2 Gele] Sammelgelldsung (fur 2 Gele)
H,O 1,%ml H,O 184ml
30% (w/v) Acrylamid 5m 30% (w/v) Acrylamid 051 ml
2% (w/v) Bisacrylamid 043ml 2% (w/v) Bisacrylamid 021ml
15M Tris,pH 8,8 25ml 1M Tris, pH 6,8 038ml
10% (w/v) SDS o1ml 10% (w/v) SDS R’ni
10% (w/v) APS R’ 10% (w/v) APS 15
TEMED 83m TEMED 75m
2 X Harnstoff-SDS-Auftragspuffer: 150 mM Tris-HCI (pH 6,8)

8 M Harnstoff

4% (w/v) SDS

0,5% (w/v) Bromphenolblau
frisch zugeben: 10 MM DTT

8 x SDS-Auftragspuffer: 400 mM Tris, pH 6,8
0,8% (w/v) SDS
40% (v/v) Glycerin
0,5% (w/v) BPB
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5mM DTT frisch zusetzen

3.5.3. Farbemethoden fir Proteine

3.5.3.1. Coomassie-Féarbung

Um Proteine nach erfolgter PAGE schtbar zu machen, werden seim Ga mit Coomassie Brilliant
Blue angefarbt. Das Gd wird zunéchst 20 min in FéarbelGsung und anschlief3end in Entférberl 6sung
geschwenkt, bis die Proteine as blaue Banden vor dem klaren Hintergrund sichtbar sind. Zum
Trocknen wird das Gd Iuftblasenfrei zwischen zwe in Wassr getrankte, durchschtige
Cdlulos=folien in einen Rahmen gespannt ("Gel Drying Kit", Promega) und Uber Nacht vertika
aufgestelt. Die untere Nachweisgrenze dieser Farbung liegt bei ca 100 - 200 ng Protein.

Entfarbel6sung: 40% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsaure

Farbel 6sung: 0,2% (w/v) Coomassie Brilliant Blue in Entfarbel 6sung

3.5.3.2. Slberfarbung

Mit einer Silberfarbung ("Silver Stain Kit: plus' der Firma Pharmacia Biotech) lassen Sch Proteine
noch im Nanogrammbereich nachweisen. Alle Arbeten werden in sehr sauberen Plastikgefd3en
durchgeftihrt. Das SDS-Polyacrylamidgd (8 cm x 10 cm) wird fir 30 min sanft in 125 ml Fixier-
[6sung, dann 30 min in 125 ml Senshiliserungdésung und dremd fir je 5 min mit 100 ml
deonisetem Wassr gewaschen. Danach efolgt die Fabung fir 20 min in 125 ml
Silberresktiondsung, zweimd einminitiges Waschen in je 100 ml deonisetem Wassr und
anchliefendes  Entwicken in 125 ml Entwicklerlosung. Be Erreichen der gewinschten
Farbintengtét wird die Reaktion mit 200 ml Stopplésung beendet. Das Gd wird zwischen zwe in
Wasser getrankte Cdlophanfolien Iuftblasenfrel in @nen Rahmen eingespannt und Uber Nacht
getrocknet.

Fixierlésung: 50 ml Ethanol
12,5ml Eisessig
62,5 ml deionisiertes Wasser

Sensibilisierungslésung: 37,5 ml Ethanol
0,62 ml Glutardialdehyd (25% wi/v)
5 ml Natriumthiosulfat (5% wi/v)
8,5 g Natriumacetat
auffillen auf 125 ml mit deionisiertem Wasser
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Silberl6sung: 12,5 ml Silbernitratldsung (2,5% wiv)
0,05 ml Formaldehyd (37% wiv)
100 ml deionisiertes Wasser

Entwicklerlésung: 3,15 g Natriumcarbonat
0,025 ml Formaldehyd (37% wi/v)
auffullen auf 125 ml mit deionisiertem Wasser

Stoppl ésung: 183gEDTA
125 ml deionisiertes Wasser

3.54. Herstdlungvon Zellkernextrakten ausHel a-Zellen

Die Prgparation und die Extraktion von Hela-Zdlkernen wird in Anlehnung an das Protokoll von
Dignam et al. (1983) durchgefiihrt. Es werden Hel.a-Zdllen einer Dichte von 5,5 x 10° Zdlevml
aufgearbeitet. Die Zdlen werden abzentrifugiert (Beckman J6B, 10 min, 3.000 rpm, 4°C). Die
Sedimente werden in wenig 1 x PBS suspendiert, vereinigt, in 50 ml Falcon Polypropylenréhrchen
Uberfuihrt, und erneut zentrifugiert (Heraeus, 2.500 rpm, 4°C). Das Volumen des Sedimentes (PCV,
"packed cdl volume') wird bestimmt, sollte jedoch unter 5 ml pro Rohrchen liegen. st es grofer,
werden die Zdlen auf mehrere Réhrchen verteilt.

Ab dem folgenden Schritt werden ale Arbeten be 4°C im Kuihliraum durchgefiihrt. Nach
Abdekantieren des Uberstehenden Puffers werden die Rohrchen mit HB-Puffer aufgeftllt und
zentrifugiert (Heraeus, 2.500 rpm, 5 min, 4°C). Der Puffer HB liefert hypotone Bedingungen, was
zum Anschwellen der Zdlen fihrt. Das Volumen des Sediments (SCV, "swollen cdl volume') sollte
bel Zdlen in der logarithmischen Wachstumsphase zweifach hoher sein ds das der gepackten Zelen
(PCV). Niedrigere Werte lassen darauf schlief3en, dal’ die Zellen nicht optima gewachsen sind. Der
Uberstand wird vorsichtig abdekantiert, und die Sedimente werden im insgesamt vierfachen SCV an
HB-Puffer suspendiert. In diesem Puffer &% man die Zdlen noch 10 min auf Eis schwdlen. Der
Fortgang des Anschwellens wird im Lichtmikroskop Uberpriift, wobel ein davor enthommenes
Aliquot ds Referenz dient. Anschlielend wird die Suspenson in enen  vorgekihlten
Glashomogenisator (Typ B) mit dicht Stzendem Ridill Uberfihrt. Die Zdlsuspenson wird durch 15
harte St63e mit dem Pidtill homogenisiert. Bel diesem Vorgang platzt die aul3ere Zdlmembran, die
Zdlkerne jedoch bleiben intakt, was im Phasenkontrastmikroskop kontrolliert wird. Eine erneute
Zentrifugation (Heraeus, 3.900 rpm, 15 min, 4°C) trennt die cytosolische Fraktion von den
Zdlkernen, die getrennt weiterverarbeitet werden.

« Aufarbeiten des Cytosols Man mischt den Uberstand mit 11% Volumenanteilen an 10 x Puffer,
Uberfiihrt die Suspersion in mehrere vorgekihlte 50.2 Ti-Polycarbonatrohrchen und zentrifugiert
uniédiche Bedandtele wie Membranfragmente, Mitochondrien sowie Ribosomen in der
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Ultrazentrifuge ab (Beckman, 30.000 rpm, 1 h, 4°C). Das schmierige Sediment wird mit einem
Spatel in ein Eppendorf-Resktionsgefa? Uberfihrt und in flissgem Stickstoff eingefroren. Der
Uberstand wird in vorbehandelte Diadyseschlzuche (SpektralPor, molekulare Ausschlulgrenze
6.000 - 8.000) Uberfuhrt, und fur 5 h gegen 2 liter BC-100 didysert. Nach erneuter Zentrifugation
(Sorvall, SS34, 16.000 rpm, 30 min, 4°C) wird der Uberstand (jedoch ohne die auf der Oberflache
flotierende Lipidphase) diquotiet und in Stickstoff engefroren. Die gewonnene cytosolische
Proteinlésung wird as S-100 bezeichnet.

» Aufarbeiten der Zellkerne: Be der Herstellung von transkriptionsaktiven Zelkernextrakten hat
es dch bewdhrt, Uber den préparierten Zelkernen ca 3 mm des Cytosols stehenzulassen. Das
Volumen der Zelkerne (NPV) wird bestimmt. Zu den Zdlkernen gibt man ein halbes NPV katen
Niedrigsdzpuffer, UberfUhrt Sein den Homogenisator (Typ B), durchmischt die Suspension sechma
vorschtig mit dem Pidill, und legt diese Suspension in einem Plagtik-becher vor. Die eigentliche
Extraktion der Kerne vollzieht sich durch langsames Zutropfen eines haben NPV Hochsdzpuffers
Uber einen Zeitraum von 30 min unter ¢andigem Rihren. Nach weiteren 30 min Rihren wird der
Extrakt abzentrifugiert (Sorvall, SS34, 14.000 rpm, 30 min, 4°C). Das Sediment besitzt durch den
hohen Gehdt an chromosomaer DNA eine gummiartige Konsgstenz. Es wird in den Homogenisator
(Typ B) trandferiert, mit 10 ml TGME-Puffer versatzt, durch 20 St6l3e mit dem Figtill homogenisiert,
und in flissgem Stickstoff eingefroren. Hieraus kann spéter RNA-Polymerase |l prépariert werden.
Der klare Zdlkernextrakt wird in Didyseschlauche Uberfiihrt und gegen BCO didysert, bis die
Letfahigkeit von BC100 erreicht ist (ca. 50 min). Es schligld sch en letzter Zentrifugationsschritt an
(Sorvdl, SS34, 18.000 rpm, 20 min, 4°C), bevor der Zdlkernextrakt aiquotiert in flissgem
Stickgtoff eingefroren wird.

In einem typischen Ansatz werden biszu 1 x 10™ Zellen aufgearbeitet. Daraus werden ca. 80 ml
Zdlkernextrakt einer Konzentration von 9 mg/ml sowie ca. 100 ml der cytosolischen Fraktion einer
Konzentration von 11 mg/ml gewonnen.

Die Puffer werden mit Tris pH 6,8 bel RT eingestdlt (entspricht pH 7,3 bei 4°C). Den BC-Puffern wird vor
Gebrauch5mM DTT, 1 mM PM SF (Stockldsung 200 mM in DM SO) zugesetzt.

HB - Puffer: 10 mM Tris, pH 6,8 (RT) 10 x Puffer: 30 mM MgCl,
1,5mM MgCl, 300 mM Tris, pH 6,8 (RT)
10mM KCl 1400 mM KCI
Niedrigsalzpuffer: 20 mM Tris, pH 6,8 (RT) Hochsalzpuffer: 20 mM Tris, pH 6,8 (RT)
25% (v/v) Glycerin 25% (v/v) Glycerin
20mM KCl 1200 mM KClI
1,5mM MgCl, 1,5mM MgCl,

02mM EDTA 0,2mM EDTA
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TGME-Puffer: 25% (viv) Glycerin BCO: 20 mM Tris, pH 6,8 (RT)
50 mM Tris, pH 7,3 (RT) 20% (v/v) Glycerin
5mM MgCl; 02mM EDTA
01mM EDTA

BC100: 20 mM Tris, pH 6,8 (RT)
20% (v/v) Glycerin
0,2mM EDTA
100 mM KClI

3.5.5. Heterologe Expression von Proteinen in E. coli

Die Uberexpression von Proteinen in E. coli basiert auf dem von Studier und Moffatt (1986)
entwickelten System, bel der die cDNA des Proteins unter Kontrolle des T7-RNA-Polymerase-
Promotors steht. Die T7-RNA-Polymerase selbst ist durch Zugabe von IPTG induzierbar. In dieser
Arbeit wurden die Expressonsplasmide pET15b und pET1la sowie die E. coli-Sté@mme
BL21(DE3) bzw. BL21(DES3) pLysS (Novagen) verwendet.

o Expression: 250 ml TBG-M9 Medium werden mit einer Kolonie rekombinanter E. coli
BL21(DE3) bzw. BL21(DE3) pLysS angeimpft und Uber Nacht bel RT geschiittelt. Am néchsten
Tag wird die Kultur bei 37°C bis zu einer ODgoy von 0,6 angezogen. Bel der Expre-sson
schwerlédicher Proteine hat es sch bewahrt, die gesamte Expresson be RT durchzufiihren. Die
Expresson des Proteins wird durch Zugabe von 0,4 mM IPTG induziert. Nach weteren 3 h
Wachgum werden die Zdlen im GSA-Rotor abzentrifugiert (15 min, 3500 rpm, 4 °C) und
anchliel?end das Nal3gewicht des Bakteriensediments bestimmt. Die Zelen kdnnen vor ihrer
Weiterverarbeitung an dieser Stelle in flissgem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gdagert
werden.

Der Verlauf der Induktion wird durch stiindliche Probenentnahme dokumentiert. Dazu werden
jewells 0,2 ml Zdlsuspenson entnommen, in der Tischzentrifuge sedimentiert (30 s, 11.000 rpm,
RT), und in 0,1 m 1 x Harngtoff-Auftragspuffer aufgenommen. Die entnommenen Proben erhitzt
man 5min bel 95°C und mischt kréftig auf dem Vortex. Diese Prozedur wird zweima wiederholt,
wobe die chromosomae DNA sowelt fragmentiert wird, dal3 die Proben ihre hohe Viskositét

verlieren. Auf eéinem SDS-Proteingel werden jeweils 10 m Aliquots andydert, die einer Zdldichte
von ODgq = 0,6 entsprechen.

 Denaturierende Aufarbeitung: Zur Aufreinigung yTHIA-Untereinheiten wt-Toal, mt-Toal und
Toa2 wird denaturierende Aufarbeitung eingesetzt. Man nimmt die Zellen in 5ml Puffer A pro g
Bakteriensediment auf, mischt und inkubiert 30 min bei RT unter sanftem Schwenken, bis die
vollgéndige Lyse der Zdlen eingetreten is. Unlédiche Membran- und Lipidantelle werden
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abzentrifugiert (SS34, 18.000 rpm, 15 min), der Uberstand wird bei 4°C gelagert. Fir die
denaturierende Aufarbeitung hat es sich bewéhrt, ein Protein bel 37°C so stark zu Uberexprimieren,
dal? es groftenteils in den Bakterien in Einschlukoérpern eingelagert wird. Diese lassen sch durch
wiederholte Ultraschdlbehandlung (Sehe unten) aufreinigen, da hierbel nur zdluldre Proteine in
Laésung gehen, nicht aber die Einschlulkorper. Meist wird nach dreimdiger Ultraschalbehandlung
ein welil¥es Sediment erhaten, dasin 20 ml Puffer A gel6st wird.

» Native Aufarbeitung: Fur die native Reinigung des Uberexprimierten Proteins suspendiert man
die Bakterien in 20 ml Lysispuffer, dem folgende Proteasainhibitoren frisch zugesetzt worden sind:
AEBSF (in H,O) ad 1mM, b-Mercaptoethanol ad 20 mM, Leupeptin (in H,O) ad 20 ng/ml,
Apratinin (in HO) ad 10 ng/ml, Benzamidin (in DMSO) ad 20 ng/ml, TPCK (in DMSO) ad 2
ng/ml, und EDTA ad 1 mM. Auf EDTA wird verzichtet, wenn das Protein nachfolgend Uber NF*-
NTA-Affinitétschromatographie gereinigt werden soll. Alternativ zu AEBSF wird PMSF (in DM SO)
ad 1 mM zugesetzt. Dieser und dle folgenden Arbetsschritte werden im Kihlraum auf Eis
durchgeftinrt.

Die Zdlen werden mit Hilfe von Ultraschal aufgeschlossen (Branson Sonifier W 250, spitze Form
r = 0,25 cm). Die Bakteriensuspension wird in einem 50 ml Falcon Polypropylerrohrchen eisgekiinit
zweimd 10 min be einer Pulsdauer von 30% und einer Pulsstérke von 3-4 Einheiten auf der
Geréteskala beschallt, wobei zwei Pausen von jewells 5 min eingeegt werden. Das leicht bewegliche
Lysat wird 30 min in einem SS34-Rotor zentrifugiert (30 min, 18.000 rpm, 4°C). Je en Aliquot vom
Uberstand und Sediment wird fr eine SDS-PAGE abgezweigt.

Optiond schlie® dch hier eéine Ammoniumsulfatfdlung an, die Sch be der Aufreinigung
rekombinanter Transkriptionsfaktoren bewahrt hat (Hoffmann und Roeder, 1991). Zum Uberstand
wird langsam ein Volumenantell (20 ml) eiskadtes H,O unter Rihren zugegeben. Man tropft  Uber
enen Zeitraum von 30 min einen Volumenantel (20 ml) gesdtigte Ammoniumsulfatiésung unter
gandigem Rihren zu (Endkonzentration 33%). Danach wird die Lésung fur 1 h weitergertihrt. Das
Prézipitat der Féllung wird in einem SS34-Rotor abzentrifugiert (30 min, 18.000 rpm, 4°C), der
verbleibende Uberstand wird bei 4°C aufgehoben. Je ein Aliquot vom Uberstand und Sediment wird
fir eine SDS-PAGE entnommen, wobei der Uberstand wegen seines hohen Sdzgehdts vor der
Anayse gegen BC100 didysert werden sollte.

Puffer A: 8 M Harnstoff
20 mM TrisHCI, pH 7,3
0,2mM EDTA, pH 8,0
20% Glycerol
100 mM KCl

Lysispuffer: 10% (v/v) Glycerin
500 mM NaCl
20 mM TrisHCI, pH 7,3
0,1% (v/v) NP-40
20 mM b-M ercaptoethanol



50 Material und Methoden

3.5.6. Saulenchromatographie

Fur die Chromatographie werden Saulen entweder mit Austauschermateria beschickt oder es
werden bereits fertig gepackte Saulen verwendet, die an das FPLC-System oder an das SMART-
Sysem (Pharmacia Biotech) angeschlossen werden. Mit Hilfe dieser Anlagen gdingt es, die
Reinigung weitgehend zu automatiseren.

Die einzelnen Chromatographieschritte werden photometrisch parale bei Wellenlangen von 215
nm, 260 nm, und 280 nm verfolgt und die Saulenduate fraktioniert gesammdt. Da die Dimension
einer Saule von der spezifischen Bindungskapazitét sowie der Proteinbeladung abhéngt, werden die
verwendeten Volumina an Puffer und die Hul¥aten auf das Sdulenvolumen bezogen (CV,
Saulenvolumen; CV/h, Saulenvolumen pro Stunde). Wird die Chromatographie auf dem SMART-
System durchgefuihrt, so werden modifizierte BC-Puffer eingesetzt, die statt 20% (v/v) nur 10% (viv)
Glycerin enthdten, was die Viskosté des Laufmittels herabsetzt. Alle Puffer werden vor ihrer
Verwendung durch Filtration im Wasserstrahlvakuum (Porendurchmesser des Filters: 0,45 mm) von
makroskopischen Partikeln befreit. Die Elution von lonentauschersiulen erfolgt, wenn nicht anders
beschrieben, Uber enen linearen Salzgradienten von 100 mM bis zu 1000 mM KCI (bzw. NaCl)
Uber 10 S&ulenvolumen. Die Elutiondfraktionen werden in Aliquots von einem halben Saulenvolumen
gesammelt. Gegebenenfdls werden die Elutionsfraktionen im Mikromal3stab didysert. Proben, diein
SDS-PAGE oder Immunoblots analysert werden sollen, werden ohne BSA in flissgem Stickstoff
eingefroren. Proben, die funktiondl untersucht werden sollen, und deren Proteinkonzentration unter
0,5 mg/ml liegt, wird BSA bis zu einer Proteingesamt-konzentration von 0,5 mg/ml zugegeben, bevor
sein fliissgem Stickstoff eingefroren werden.

3.5.6.1. Phosphocelulose-Chromatographie

Das Kationenaustauschermaterial Phosphocdlulose wird in einem Fraktionierungsschema nach
Roeder und Kollegen (Matsui et al., 1980) as edes engestzt, um die generdlen
Transkriptionsfektoren und Cofaktoren in enem HelaZdlkernextrakt chromatographisch
aufzutrennen. Phosphocelulose besitzt eine sehr hohe Proteinbindungskapazitét (10-20 mg/ml) und
eignet Sch daher auch gut zum Konzentrieren von Lasungen mit niedrigem Proteingehdt.

* Vorbereiten des Sdulenmaterials Das Phosphocdlulosematerial (P11, Whatman) wird
mehrmals in Wasser gewaschen. Es werden 25 Volumenanteile (bezogen auf das Volumen des
gequollenen Materids) 05N Natronlauge zugegeben und nach 5min Uber ene Fritte im
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Wasserdtrahlvakuum abgesaugt. Das Materia wird mit Wasser gewaschen, bis der Durchlauf einen
pH-Wert von 1 Liter ereicht hat. Die Phosphocelulose wird mit 25 Volumenanteilen 05N
Sdzsaure 5 min inkubiert, die dann ebenfdls abgesaugt wird. Es schlidd sch en welterer
Waschschritt mit Wasser an, bis ein pH-Wert von 3 erreicht ist. Das Materia wird Uber Nacht mit
1 M TrispH 7,0 &quilibriert, bis der pH-Wert konstant bel 7,0 bleibt. Das Sdulenmaterid kann so
bei 4°C mehrere Wochen aufbewahrt werden.

» Chromatographie Eine Learsule ("Econo-column”, BioRad) wird mit dem in BC100
aquilibrierten Phosphocdlulosemateria unter Gravitationsfluf? beschickt. Die Menge des eingefillten
Saulenmaterias richtet sich nach der zu ladenden Proteinmenge, wobel unter den gewahlten
Bedingungen ca 50% des Gesamtproteins eines Zelkernextrakts an die Saule binden. Der
Zdlkernextrakt wird mit einer kongtanten FHul¥rate von einem Saulenvolumen (1 CV/h) pro Stunde
geladen (Pumpentyp P1, Pharmacia). Die Saule wird mit 10 CV BC100 bel einer Flul¥rate von 5
CV/h gewaschen. In dre  weteren aufeinanderfolgenden  Elutionschritten  werden  die
Phosphocdlulose 0,3 M KCI-, die 05M KCI- und die 0,85M KCIl-Fraktionen abgetrennt.
Zwischen zwe Elutionschritten wird mit mindestens 10CV be ener Hul¥ate von 5CV/h
gewaschen. Be der Elution ener Frektion wird ene Hul¥ate von 3 CV/h eingehdten.
Erfahrungsgemdal enthaten die Phosphocdlulose 0,1 M K Cl-Fraktion ca. 50%, die 0,3 M KCl-
Fraktion ca. 35%, die 0,5 M KCI-Fraktion ca. 10% und die 0,85 M KCI-Fraktion ca. 4% des
Gesamtproteins eines Zedl lkernextrakts.

3.5.6.2. DEAE-Cédlulose (DE52)-Chromatogr aphie

Das schwache Anionenaugtauschermaterial DEAE-Cdlulose DES2 wird meigens nach ener
Phosphocellulose eingesetzt, um die Transkriptionsfaktoren welter chromatographisch aufzutrennen.
DE52 begeit aus an Cdlulose gebundenen Diethylaminoethylgruppen und bestzt ene
durchschnittliche Proteinbindungskapazitét (4 - 10 mg/ml).

» Vorbereiten des Sdulenmaterials 100g DEAE-Cdlulosematerid (DE52, Whatman) werden
mehrmals in Wasser gewaschen und anschlief3end tber Nacht in 500 ml Puffer (0,5 M Tris, pH 7,4;
05 M Ammoniumsulfat, pH 7,9) equilibriert und kann bei 4°C und 0,02% Azid mehrere Wochen
gelagert werden. Nach Abziehen des Puffers Uber eine Fritte im Wasserdtrahlvakuum wird das
Materid mehrfach mit BC-Puffer der gewtinschten lonenstérke gewaschen.

» Chromatographie Eine Learsaule ("Econo-column’, BioRad) wird mit dem in BC100
aquilibrierten DEAE-Cdlulosematerid unter Gravitationsflufd beschickt. Die Menge des eingefllten
Saulenmaterids richtet Sch nach der zu ladenden Proteinmenge. Die Proteinfraktion wird mit einer
kongtanten Flul¥ate von einem Sdulenvolumen (2 CV/h) pro Stunde geladen (Pumpentyp P1,
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Pharmacia). Die Saule wird mit 10 CV BC100 be einer Flul¥ate von 5 CV/h gewaschen. Die
Elution der Proteine erfolgt in einem Gradienten von 5-10 CV und einer Flul¥ate von 3-4 CV/h.

3.5.6.3. Sephar ose-1onenaustauscher

Die Mono Q- bzw. die Q-Sepharose-Saulen sind starke Anionenaustauscher, die quartére
Amine [-CH,-N"-(CH,);] ds Austauschergruppen enthalten. Mono S- bzw. S-Sepharose-Saulen
sind dagegen Kationenaustauscher mit Sulfonséuregruppen [-CH,-SO3] ds Aus-tauschergruppen.
Diese Saulen haben sch ebenfdls ds effiziente Werkzeuge zur Reinigung von Transkriptionsfaktoren
ewiesen. Die hier beschriebenen Saulen snd vom Herstdler (Pharmacia-Biotech) bereits fertig
gepackt. Mit dieser Methode lassen sich die rekombinanten NC2b und NC2b-Derivate aufreinigen.

3.5.6.4. Gdfiltration

Die Gdfiltration it neben der Proteinreinigung auch dazu geaignet, naive Grélien von Proteinen
(oder Proteinkomplexen) abzuschétzen. Die Superdex 75-Séule (SMART-System) wird zur
Untersuchung der Dimerizierung von yTFIA-Untereinheiten Toal (bzw. Toal-Suppressormutante)
und Toa2 verwendet. Sie trennt optima im Molekulargewichtsbereich zwischen 3-70 kDa. Die
Flul¥rate betragt 20 - 40 m/min bel enem Druck von 1 - 2 MPa. Die Fraktionsvolumina betragen im
dlgemeinen 30- 50 m. Es kénnen bis zu 05 mg Gesamtprotein in enem Volumen von 50 m
aufgetragen werden. Die Gdfiltration wird mit Grolienstandards bekannten Molekulargewichts
geaicht. wt- und mt-Toal und Toa2 werden getrennt expremiert in E. coli. Die unldédiche
Uberexprmierte Proteine werden gereinigt tber Einschlukorper. Gleiche Menge von Toal- und
Toa2-Untereinheit werden co-renaturiert (beschrieben in Kapitd 3.5.5). Das molekulare Gewicht
der nativen Toal ist 32 kDa und das der Toa2 liegt bei 13,5 kDa.

3.5.6.5. Ni?"-NTA-Affinitatschromatographie

Als Saulenmaterid wird mit N*-lonen beladene immobilisierte Nitrilotriessigsiure (NTA)
verwendet, die dann spezifisch an Cluster von Higtidinresten bindet (Hochuli et al., 1987). Dies wird
be der Renigung rekombinanter Proteine ausgenutzt, die ds Fudongproteine mit einem
Hexahidtidinrest exprimiert werden.

» Denaturierende Aufreinigung: Alle Schritte werden bel RT durchgefiihrt. Die Bakterienzdlen
bzw. die vorgereinigten Einschlu3korper liegen gdos in Puffer A vor (sSehe Kapitd 3.5.5). Das
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Bdaden der in Puffer A &quilibrierten Saulenmatrix erfolgt in enem 50 ml Facon-Gefél3 durch
Zugabe des Lysats und Inkubation fir 1 h auf einem Drehrad. Das Saulenmaterid wird dann
zentrifugiert, und dreimd in 50 ml Puffer A gewaschen (jeweils 10 min Drehrad, 3 min Heraeus
Zentrifuge, 2500 rpm). AnschlieRend wird das Saulenmaterid mit Puffer B aquilibriert und zweima
mit 50 ml des gleichen Puffers gewaschen. In acht aufeinanderfolgenden Schritten wird durch Zugabe
von jewells einem Volumenanteil BC400 die Harngtoffkonzentration in jeden Schritt halbiert. Sobad
die Proteinlésung weniger ds 2 M Harngtoff enthdt, wird auf Eis weitergearbeitet. Die Sdulenmatrix
wird abschlief3end in BC400 &quilibriert. Die Elution des gebundenen Proteins folgt dem im néchsten
Kapitd beschrieben Protokall.

hTFIIA @b- und g-Untereinheit) wird zum Beispid wie oben beschrieben gereinigt (bereit-
gestdlt von AG Megerernd). yTFIIA-Untereinheiten Toal, mt-Toal und Toa2 werden
denaturierend getrennt in E. coli exprimiert und Toal- zusammen mit Toa2-Untereinheit werden
Uber Didyse mit schrittweise reduzierter Harngtoff-Konzentration renaturiert. Die vorgereinigten
Einschlufkorper befinden sich gelost in Puffer A. Gleiche Menge wt-Toal und Toa2 oder mt-Toal
und Toa2 werden gemischt und auf Drehrad gegen Puffer A mit 4 M Harngtoff fir 6 h be RT
didysert. AnschlielRend wird die Proteinlésing gegen Puffer A mit 2 M Harngtoff UN diaysiert. Die
aktive Proteinlésungen werden erhaten bel einer Dialyse gegen Puffer A ohne Harngtoff bei 6°C fur
12 h.

* Native Aufreinigung: Alle Arbeten werden be 4°C oder auf Eis durchgefthrt. Die Protein-
[6sung wird mit 2mM Imidazol versetzt auf eine N?+-NTA-AgarosesaJIe geladen, die in dem
gleichen Puffer aquilibriert worden is. Die gebundene Proteinfraktion wird mit BCA00-Puffer
gewaschen, der 15 mM Imidazol enthdt, und mit BC400-Puffer euiert, der 200 mM Imidazol
enthdlt. Die duierten Proteinfraktionen werden Uber SDS-PAGE andysert, diquatiert, in flissgem
Stickstoff schockgefroren und bei - 80°C gelagert.

Puffer B: 8 M Harnstoff
0,1 M NaH;PO,
0,01 M Tris
0,1 M NaCl
pH mit NaOH auf 8,0 einstellen

3.5.6.6. Heparin-Sephar ose-Chromatogr aphie

Im Gegensatz zu viden Transkriptionsfaktoren bindet nur ein geringer Bruchtell der E. coli
Proteine unter den gewéhlten Bedingungen an die Heparin-Sepharosematrix. Deshab schliefd sich
der Nickelsaule oft eine Heparinsdule an, wenn hohe Reinheitsgrade einer Proteinpraparation
gefordet snd. Mit ener Protenbindungskapazitdt von 10mgml  egnet Sch  dieser
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Kationenaugtauscher mit den Eigenschaften eines DNA-Anaogons auch gut zum Konzentrieren
ener Proteinldsung.

Das Protein wird in BC200 auf das nach Hergstellerangaben vorbehanddte Saulenmaterid
geladen, extensv mit dem gleichen Puffer gewaschen, und mit BC600 duiert. Mit dieser Methode
lassen sich rekombinantes NC2a und NC2a -Derivate effizient reinigen und anreichern.

3.5.6.7. Immunoprazipitation

Duch die Immunoprézipitetion 1&% sch nachweisen, dald verschiedene Proteine in Loésung
miteinander assoziiert Snd. Zum Nachweisen der Bindungsaffinitdt von NC2 (NC2-Mutante) zu
TBP wird Antikorper gegen einer Untereinheit von NC2 (NC2a) an eine Protein G-Séaule kovaent
gekoppelt. 50 ml Antikorper-Uberstand, der 20-50 ng/mi Protein enthdt wird mit 150 m Protein G-
Beads inkubiert, dadurch wird eine Ladung von 17 ng Proteine/pro m Beads erreicht. In ener
Puffergemisch mit enem Gesamtvolumen von 1 ml, werden hTBP (480 ng) und NC2 (700 und
1750 ng) fur 30 min bei RT vorinkubiert bevor 10 m 10% NP40 und 5 mi (groRRer Uberschul® zum
Test-Proteine) der Sepharosematrix mit gekoppelter Antikorper zugegeben werden. Die
Pufferbedingungen werden so gewéhlt, dal3 se fir die Protein-Protein-Assoziation optimd ist. Die
werden vorher in Gel-shift Experiment (EMSA) ausgetestet. Es folgte eine Inkubation fir 1 h bel RT.
Der Beads werden durch kurz Anzentrifugation (RT, 2000 rpm fur 3-5 min) pellettiert. Nach 3x
waschen mit Inkubationspuffer inklusve 0,1% NP40 werden die gebundene Proteine mit 20 m
SDS-Auftragspuffer durch Aufkochen euiert. Die Anwesenhat der Test-Proteine werden in
Western-Blot nachgewiesen.

3.6. Immunochemische Arbetstechniken

3.6.1. Western-Blot Analyse

Der Immunoblot dient der Identifizierung eines spezifischen Antigens mittels eines polyklonaen
oder monoklonalen Antikorpers, der gegen das Antigen gerichtet ist. Ein zweiter Antikdrper bindet
nachfolgend an eine konservierte Doméane des ersten Antikorpers, der seinersaits das spezifische
Antigen erkennt. An den zweiten Antikdrper it kovdent eén Enzym gekoppet, das durch den
Umsatz seiner Subgtrate die Detektion des Sandwichkomplexes erlaubt. Als Nachweisreaktionen
werden entweder die Bildung eines schwerlédichen Farbstoffes oder aber die Entstehung
photolabiler Komplexe verwendet, die Uber ihre Chemoluminiszenz detektiert werden.
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Zunéchst werden die Proteinfraktionen Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Als Marker wird en
vorgefarbter Langenstandard (Bio-Rad) aufgetragen, dessen Banden bereits wahrend der
Elektrophorese erkennbar sind. Nach der Elektrophorese wird das Gel unter Transferpuffer mit
ener ebenso grofien, angefeuchteten Nitrocellulosemembran (0,45 mm Porengrof’e)  bedeckt.
Zwischen zwei Doppellagen angefeuchtetem 3 MM Papier (Whatman) werden die Proteine in einer
NaRblotapparatur (BioRad) auf die Nitrocellulosematrix fir 2h bei 70 V (oder 20 V, UN) im
Kihlraum trandferiert. Der efolgreiche Trandfer it an der Ubertragung des vorgefarbten
Molekulargewichtsstandards erkennbar. Wird dternativ ein ungefarbter Langenstandard eingesetzt,
der eine exaktere Zuordung der Grolien erlaubt, kann man den Blot reversbe mit Ponceau S-
Lésung anférben. Der Blot 1&% sich durch funfminitiges Waschen mit Wasser wieder vdllig
entférben.

Die Membran mit den gebundenen Proteinen wird zunéchst fir 30 min in TBS mit 6% (W)
Magermilchpulver bel RT geschiittelt, um ungpezifische Bindungsstellen auf der Matrix abzusditigen.
Fur die Sch anschlielRende Inkubation mit dem ersten Antikorper werden Verdiinnungen von 1:10
bis 1:1000 in TBST verwendet. Die Membran wird zweimal je 5 min mit TBST gewaschen. Der
entweder an akaische Phosphatase oder Peroxidase gekoppete zweite Antikorper wird 1:2.000
bis 1:10.000 in TBST verdinnt eingesetzt. Nach zwei weiteren je finfminitigen Waschschritten in
TBST wird der Blot kurz getrocknet und dann entwickelt.

Der Nachweis erfolgt bel phosphatasegekoppedten Antikorpern in 10 ml AP-Puffer, dem 66 ni
NBT-Losung und 33 m BCIP-Lésung frisch zugesetzt werden. Bel Erreichen der gewilinschten
Farbintengtdt wird die Resktion durch Waschen des Blots in Wasser gestoppt. Der Blot wird
getrocknet und lichtgeschitzt aufbewahrt. Peroxidasegekoppelte Antikorper werden Uber eine
photochemische Reaktion nachgewiesen. Dabel wird die Membran noch zwe weitere Mde intensv
in TBST gewaschen und feucht fir 1 min unter LichtausschluR mit den 1.1 gemischten
Reagenzl6sungen (ECL Western blotting detection reagents 1 und 2, Amersham Buchler) inkubiert.
Der Nachwels erfolgt durch Expostion der in Frischhatefolie eingewickdten Membran auf einem
Filmin einer Autoradiographiekassette (10 Sec bis 5 Min).

Transfer-Puffer: 192 mM Glycin . N
25 mM Tris BCIP. 50 mg/ml (in DMF gel 6st)

20% (v/v) Methanol

NBT: 50 mg/ml (in DMF gel 6st)
TBS 10 mM Tris/HCI, pH 8,0
150 mM NaCl
AP-Puffer: 100 mM Trig/HCI, pH 9,5
100 mM NaCl
TBST: 0,05% (v/v) Tween-20in TBS 5mM MgCl2
Ponceau S-L dsung: 0,5 g Ponceau Sin 1 ml Eisessig |6sen

H20 ad 100 ml, Losung filtrieren
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3.7.  Funktionelle Analysen

3.7.1. Gedretardationsanalyse (EMSA)

Mit der Gdretardationsanadyse lassen sich DNA-bindende Proteine Uber die im Vergleich zur
frelen DNA geringere Mohilitét von Protein-DNA-Komplexen in nativen Gelsystemen nachweisen
(Fried und Crothers, 1981). Die Proteinlésung wird mit 25-50 fmol eines 32p_endmarkierten DNA-
Fragments 30 min in Puffer N oder aternativ unter Transkriptionsbedingungen (sehe Kapitd 3.8.3)
be 28°C inkubiert. In DNA-Bindungsexperimenten werden 5-50 ng hTBP oder yTBP, 1-50 ng
aktive yTFIIA (bestimmt durch Titration von Proteinen bei einer Uberschul von TBP und DNA in
EMSA-Experiment), bis zu 200 ng NC2-Derivate und 25-75 fmol klenow-markierte 60 bp-
Oligonukleotide mit HIV Corepromoter oder 90 bp-Oligonukleotide mit ML-Promoter eingesetzt.

Auf diese Konzentrationen der NC2-Derivate wird im Text ds Standardkonzentrationen Bezug
genommen. Bei der Analyse von TBP-yTFIIA-DNA-Komplexen werden dem Gel 1,5 mM MgCl,

1 mM DTT und dem Laufpuffer 1,5 mM MgClL zugesetzt. Lange DNA-Fragmente (230 bp)
werden  in 45%igen (19:1) Polyacrylamidgelen, kirzere (60bp und 90 bp)
Oligodeoxyribonukleotide in 5%igen (50:1) Polyacrylamidgelen andysert.

* Herstellung eines nativen Polyacrylamidgels 50 ml der Gdlésung werden mit 0,4 ml 30%
(wiv) APS-Losung und 20 M TEMED vermischt und zwischen die Glasplatten (20cmx 16 cm )
gegossen. Nach Einsetzen des Getaschenformers polymerisiert das Gel fir mindestens 2 h aus.

* Gellauf: Bed EMSA-Gden dient 1 x TGE (evtl. mit 1,5mM MgCl,) ds Laufpuffer
elektrophoretisiert werden. Vor dem Probenauftrag wird 2 h eine Vorelektrophorese bei 120 V, RT
oder 140 V be 6°C durchgefihrt; danach wird der Laufpuffer ausgewechsdt. Die Elektrophorese
erfolgt bel Spannungen von 120 V bel RT oder 140 V bel 6°C Uber einen Zeitraum von 3 h bis
15 h. Als Laufmarker dienen BPB und XC. Doppe strangige Oligodeoxyribonukleotide einer Lange
von 60 bp laufen in 5%igen Gelen etwa auf Hohe des BPB-Markers, ein 230 bp DNA-Fragment
ewa hab so schnel wie der XC-Marker. Das Gel wird nach der Elektrophorese auf ein
Whatman 3 MM-Papier Ubertragen, mit Frischhatefolie bedeckt und zwischen zwel Lagen
saugféhigem Papier 1 h bei 80°C auf dem Geltrockner getrocknet. Fir die quantitetive Andyse wird
das getrocknete Gel auf einem Direct Imager ausgewertet. Die Autoradiographie der bel 80°C im
Wasserdtrahlvakuum getrockneten Gele erfolgt bel - 80°C mit Verstérkerfolie.

Puffer N: 5mM MgClo
5mM DTT
1mM PMSF
0,2mg/ml BSA
25 mM Hepes-KOH, pH 8,2
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2,5 ng/ml pdGdC

Gelldsung: 5% (w/v) (50:1) Acrylamid/Bisacrylamid
optional 1,5mM MgClo
1xTGE

10x TGE: 250 mM Tris
1,24 M Glycin
10mM EDTA, pH 8,0

- Zirkuldre Permutationsanalyse: Aus dem Laufverhalten von Protein-DNA-Komplexen, deren
Bindunggtelle auf einem DNA-Fragment verschoben wird (zirkuldr permutiert wird), kann abgd eitet
werden, ob das Protein die DNA verbiegt.

Die 224bp DNA-Fragmente sammen aus dem Pasmide pBL2-MLP, das mit den
Redtriktionsenzymen Miu |, EcCORV, Sma | und BamH | hydrolysiert wurde.

3.7.2. DNase I-Footprinting Analyse

DNase I-Footprinting (Gaas und Schmitz, 1978) von spezifisch DNA-bindenden Proteinen wird
nach einer modifizierten Methode von Jones et al. (1987) durchgefihrt. Ein Bindungsansatz enthdt
dre- bis funffach hohere Konzentrationen an hTBP und yTBP ds in den
Gdretardationsexperimenten (Kapite 3.7.1) und 10-25 ng yTFIIA in einem Gesamt-volumen von
20 m. Dartiberhinaus enthaten die Reaktionsansdtze 0,5 ng pdGdC und 50 fmol eines durch T4-
Polynukleotidkinase endmarkierten 60 bp oder 90 bp HIV-Corepromotor-fragment. Um in jedem
Ansaz die gleiche DNase I-Aktivitét zu erhdten, empfiehlt es Sch, die Proteinkonzentration jeweils
durch Zugabe von BSA anzugleichen. Die Bindungsansitize werden 1.3 mit Verdinnungspuffer
verdinnt, 2 min bel RT inkubiert, mit 0,15% (v/v) DNase I-Losung (0,4 mg/ml) und 1 min bl RT
inkubiert. Die Verdiinnung ist zum enen notwendig, um den Prozentsatz des Glycerins (bis zu 20%
(viv) Endkonzentretion) aus den Protenldsungen zu senken, und zum anderen, um die
Proteinkonzentration (bis zu 1,5 ng/ml) zu erniedrigen. Die Bedingungen werden so gewahit, dal3
etwa 50% der DNA einma durch DNase | genickt werden. Nach dem DNase |-Verdau werden
die Proben wie in den Transkriptionsreaktionen prozessert (dehe Kapitd 3.7.4.) und Uber
denaturierende Sequenzgel andysert.

Verdunnungspuffer: 10 mM Hepes-KOH, pH 8,2
05mg/ml BSA
5mM Cd]z
50 mM KCl
50 mg/ml pdGdC
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3.7.3. Im Gd Footprinting Analyse mit 1, 10-Phenantrolin-Kupfer lon kombiniert mit Gel-
Retar dationsanalyse (Papavassiliou, A.G. 1994)

Alternative zu DNase |-footprinting Andyse, wird Kupfer-o-Phenanthrolin (OP-Cu), ene
effiziente chemische Nuklease engesetzt. Der 1,10-ortho-Phenathrolin-Kupfer (1)-Komplex
([OP].CU") lagert sich an die kleine Furche der DNA-Doppelhelix und fiihrt zur DNA-Spatung
nach einem komplexen Mechanismus, be dem Uberwiegend das C1'-Atom der Desoxyribose
angegriffen wird. Es kommt zu Eliminierung des Nukleotids zwischen zwel Phosphaten und fiihrt
dadurch zur Luckenbildungen im DNA-Ruckgrat. Da Footprinting mit OP-Cu auf}erdem stark
abhéngig von der Konformation der DNA ist, kann deshadb OP-Cu auch zur Analyse der lokalen
Veranderungen der DNA-Struktur eingesetzt werden.

Das Footpringmuster mit OP-Cu ist in Prinzip &hnlich wie dagenige mit DNasal, well beidein der
kleinen Furche der DNA sich lagern und somit die Protein-DNA-Wechsdwirkung in der kleinen
Furche ermitteln. Gegenliber DNase | hat OP-Cu den Vortell, dal? es eine kleinere Molekdl ist, und
somit auch die Grenzbereiche von DNA und gebundenen Proteine, die sonst wegen gegensaitiger
serischer Behinderung zwischen Proteine und DNase | maskiert bleiben, auflsen kann.

Eine Kombination der Footprinting-Technik mit Geretardationsandyse fuhrt zur Reduktion der
darken Hintergrund, der durch unvollst@ndigen Bindung der Proteine zustande kommt. Und die
Durchftihrung der Nuklesasenbehandlung im Gel St in Losung bietet ein zusétzliche Vortell mit Sch,
da der Gdmartrix ein Kompartiment fir die Protein-DNA-Komplex dient und eine Dissoziation der
Proteine von DNA verhindert.

Dazu werden zunéchgt die Bindungsresktionen mit Proteine und DNA unter standard Shift-
Bedingungen durchgefihrt. Die Protein-DNA-Komplexen und die freie DNA-Fragmente werden in
nativen Polyacryamidgele aufgetrennt. Nach dem Lauf, wird das Gel von den Glasplatten abgetrennt
und in 200 ml 10 mM TrisHCI (pH 8,0) aquilibriert. Folgende Ldsungen werden frisch eingesetzt:
58 mM 3-Mercaptopropionsdure (MPA), 40 mM 1,10-Phenantrolin (OP) und 9 mM CuSO,.
Davon werden 1 ml OP-Lésung und 1 ml CuSO, zusammengepipettiert, und 18 ml HO zugesetzt.
Diese 20 ml OP/CU*-Lésung wird Zu
10 mM TrisHCI, pH 80 zugegeben und durch Schwenken zugemischt. Die chemische
Nukleasenresktion wird gestartet durch Zugabe von 20 ml MPA-L6sung. Nach einer Inkubation fir
10 min. bel 37°C wird Resktion gestoppt durch Zufiigen von 20 ml frisch eingesstzte (OP),Cu'-
Stopplosung (28 mM  2,9,-Dimethyl-1,10-Phenantrolin). Das Ged mit geschnittenen DNA-
Fragmente wird vorachtig 3 ma mit Bidestriliertem H,O ausgespllt, in frischhate Folien eingepackt.
Die Autoradiographie der DNA-Banden erfolgt be in Kiihlraum (6°C) fur 30-60 min.

Nach den Signde auf Rontgenfilm werden die entsprechende Banden fir Protein-DNA-
Komplexen und fur free DNA mit enem sauberen Scapel aus dem Gd ausgeschnitten, die
Gelstiickchen werden in Gd-Elutionspuffer (0,5 M Ammoniumacetat) gelegt. Die Elution der DNA
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aus den Gebléckehen erfolgt in 37°C Heizblock, geschiittelt fir UN. Am néchste Morgen werden
die Uberstande mit DNA mit 100% EtOH gefdlt. nach dem Waschen und Trocken in 6-8 ni
Formamid-Auftragspuffer aufgenommen. Die Probe werden andysert in
10% Polyacryamidgel unter denaturierenden Bedingungen.

3.7.4. Invitro-Transkription in einem rekongtituierten RNA-Polymerase I 1-System

Wenn nicht anders beschrieben, enthdlit ene in vitro-Transkriptionsreaktion die generellen
Transkriptionsfaktoren [10 ng rekombinantes TFIIEa und 10 ng rekombinantes TFIIEb; 0,8 ni
natives TH1H; 0,1 M RNA-Polymerase Il aus Kabsthymus; 1 n in Baculoviren exprimiertes THIF
(je 10 ng der Untereinheiten Rgp30 und Rap74); 20 ng rekombinantes TH 1B; 40 ng rekombinantes
THIA (ab- und gUnterenheiten); 4 ng rekombinantes TBP, natives TFID, oder 1m
affinitétsgereinigtes Holo-TFIID], gegebenfadls Transkriptions-aktivatoren und Cofaktoren,
acetyliertes BSA und 20 U RNase-Inhibitor in eénem Endvolumen von 20 mi.

Alternativ zu diesem hochgereinigten Transkriptionssystem wird in enem grob gereinigten System
gearbeitet, das aus der Phosphocellulose 0,3 - 0,5 M KCI-Fraktion (4 ng Protein) und der 0,5 -

0,85 M KClI-Fraktion (2,5 nmg Protein) rekondtituiert wird. Dartiberhinaus enthdt eine Resaktion
5 mM MgChL, 25mM Hepes-KOH (pH 8,2), 5mM DTT, 1mM PMSF sowie 20-100 ng
Matrizen-DNA, die zusammen ds"DNA-Mix" in den einzelnen Resktionsgefél3en vorge egt werden.

Die Matrize pMRG5 (Kretzschmar et al., 1994), welche in den Abbildungen mit HIV bezeichnet
wird, enthdlt stromaufwérts von den bis Postion - 8 liegenden HIV-1 Promotor-sequenzen 5x
GAL4-Bindungsstellen. Von -7 bis +9 folgt das Adenovirus Mgor Late Initiatordement und eine
379 bp lange G-freie Kassette. pMLD53 (in den Abbildungen ML genannt) enthdt den Mgor Late
Corepromotor von Postion -53 bis +9, gefolgt von einer verklrzten ungefahr 280 bp langen G-
frelen Kassette.

Die generdlen Transkriptionsfaktoren werden kurz vor der Resktion zu einem "Faktormix"
vermischt. Ublicheweise werden as erstes Transkriptionsaktivatoren und Cofaktoren mit dem
DNA-Mix gemischt, dann erfolgt die Zugabe des System-Mixes. Nach 30 min Inkubation bei 28°C
wird die Resktion durch Zugabe von 1 m des Ribonukleotid-Mixes gestartet.

Die Transkriptionsreaktion wird fir weitere 60 min bel 28°C inkubiert. Danach stoppt man durch
Zugabe von 0,4 ml Stopp-Puffer, extrahiert énma mit Chloropane, und falt mit 0,4 ml eskadtem
Isopropanol fur mindestens 1 h bel -20°C. Einer 30 minitigen Zentrifugation (4°C, 11.000 rpm)
schliefd sch das Waschen des Prazipitats mit 0,8 ml eskatem 70% Ethanol an. Der getrocknete
Niederschlag wird in 10m Formamid-Auftragspuffer aufgenommen und durch 15 minitige
Inkubation bel 50°C gel6<t.

DNA-Mix: 50 - 100 ng Matrizen-DNA
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BC-Puffer mit variablem KCl-Gehalt
H,O

Cofaktor variabel

Die Komponenten des Faktor-Mixes werden in der hier angegebenen Reihenfol ge zusammenpi pettiert:

Ribonuklectid-Mix: 0, 2 M OMG-Mix
0,8 m a-[*2P-CTP (3000 Ci/mmol)

OmG-Mix: 10mM ATP
10mM UTP
05mM CTP
2mM 3'-O-Methylguanosin-5’ -triphosphat

Stopp-Puffer: 7M Harnstoff
10 mM TrigHCI, pH 7,8
10 mM EDTA/NaOH, pH 8,0
0,5% (w/v) SDS
100 mM LiCl
0,1 mg/ml tRNA
300 mM NaAc

Formamid-Auftragspuffer: 97% Formamid (deionisiert auf Dowex)
20 mM TrigHCl pH 7,0
10 mM EDTA/NaOH pH 8,0
0,1% (w/v) BPB; 0,1% (w/v) XC

Komponente Volumen Salzgehalt [mM KCl]
RNase Block 05m 50
BSA (20 mg/ml) 05m

TFIIEa (Ni**-NTA-Fraktion) 02m 400
TFIIEb (Ni**-NTA-Fraktion) 02m 400
TFIIH (DE52-Fraktion) 08n 120
TFIIF (coexprimiertes RAP30, RAP74, 02m 100

Superose 12-Fraktion)

RNA-Polymerase Il (DE52-Fraktion) 01m 100
TFIB (Heparin/Sepharose-Fraktion) 02m 400
TFIID (DE52-Fraktion) 08n 400
bzw. Holo-TFIID (affinitétgereinigt) 05m 400
bzw. TBP (Herparin-Sepharose-Fraktion) 01m 400
TFIIA (corenaturierte ab und g-Untereinheiten, 05m 100

Ni2*-NTA-Fraktion
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» Elektrophorese der Proben auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel: Die Proben
werden auf einem 5%igen denaturierenden Harngtoff-Polyacrylamidgd (20 cmx 16 cm Glasplatten,
1,5 mm Abgtandshdter) aufgetrennt. Zu 50 ml der Gellésung werden 0,4 ml einer 30%igen (W)
APS-Ldsung gegeben. 5 ml dieser Mischung werden mit 20 m TEMED versetzt und daraus en
Sockd gegossen. Nach Auspolymerisieren des Sockels mischt man die restliche Gellésung mit 20 mi
TEMED, gief¥ die Gellésung zwischen die Glasplatten, setzt den Geltaschenformer ein, und |8 das
Gd fur 2 h augpolymeriseren. Nach 30 min Vorlauf bet 50 mA werden die Proben aufgetragen und
fir ca. 90 min be 50 mA dektrophoretisert. Das Gel wird abgenommen, 15 min in 10%iger (V/V)
Essgsdure fixiert, 5 min mit dedtilliertem Wasser gesplilt, auf SMM Whatmanpapier Ubertragen und
1 h bei 70°C auf dem Geltrockner getrocknet. Die Autoradiographie erfolgt Uber Nacht mit einer
Vergérkerfolie.

Gellosung: 5% (w/v) (19:1) Acrylamid/Bisacrylamid
1xTBE
8 M Harnstoff
3.8. DNA-Arbeitstechniken in Hefe Saccharomyces cerevisae

3.8.1. Transformation von Plasmid-DNA in die Hefen

3.8.1.1. Transformation mit Lithiumacetat

Nach einer von Ito et al., (1983) beschriebenen Methode lassen sich Hefenzellen durch die
Behandlung mit Lithium-lonen besonders gut transformationskompetent machen. Es wurde en
modifiziertes Protokoll von Schiestl and Gietz (1989) angewendet.

Die Hefen werden in ihrem Sdektionsmedium angeimpft und UN bei 30°C inkubiert. Diese
Vorkultur wird am néchsten Tag in 50 ml Y PD-Medium auf eine ODsoo Von 0,1 - 0,2 verdiinnt und
fur 4-5 h bei 30°C bis zu einer ODso VONn 0,6 vermehrt. Die Zellen werden abzentrifugiert (2000
rpm, 5 min, RT) und in 10 ml H,O gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wird das Pellet mit 5 ml
Lithiumacetat-Puffer (LiIOAC) gewaschen und nochmals zentrifugiert. Nun wird das Pellet in 1 Vol.
LiOAc-Puffer resuspendiert, fir 30 min bei 30°C inkubiert, wobe die Zdlsuspenson mehrmals
durchgemischt wird. In der Zwischenzeit wird die zu trandformierte Plasmid-DNA (2-10 ng) in
einem Eppendorfgefd3 vorgdegt. Um eine hthere Trandformationseffizienz zu erreichen, kann bis zu
50 ng Carrier-DNA (gescherte und denaturierte Samon Sperm DNA) zugegeben werden. Pro
Trandformationsansatz wird 100 m Hefesuspension mit der DNA gemischt und dann 700 m PEG-
Lésung vorsichtig mit der Pipette untergemischt. Der homogene Transformatinsansatz wird 30 min
bel 30°C unter leicht Schitteln inkubiert. Nach einem 15-minitigem Hitzeschock be 42°C werden
die Zdlen abzentrifugiert, das Zdlpdlet in 1 ml Sorbitol vorschtig resuspendiert. Auf
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Selektionsplatten werden Aliquots von 100-500 m ausplattiert und die Platten bel 30°C fur 2 - 5
Tage inkubiert.

LiOAc-Puffer: 100 mM LiOAc, pH 8,0
10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1mM EDTA, pH 8,0

PEG-Ldsung: 100 mM LiOAc, pH 8,0
10mM Tris-HCI, pH 7,5
1mM EDTA, pH 8,0
40% PEG 4000

Der LiOAc-Puffer sowie die PEG-L&sung wurden jewells frisch aus den 10x konzentrierten Stammldsungen
hergestellt.

3.8.1.2. Hoch-effiziente Transfor mationsmethode

Es wurde in 1996 von Gietz und Schiestl auf ihrer Homepage im  Internet
(www.umanitoba.calfacultiesmedicine/unitshuman_genetics/gietz/method.html) eine  modifi-zierte
Methode der Lithiumacetat-Transformation (Gietz et al., 1995) présentiert, die eine sehr hohe
Effizienz eeméglicht.

Die Hefen werden UN im Sdlektionsmedium bei 30°C angeimpft und am néchsten Morgen in 50
ml YPD auf ene ODsy von 0,1 eingestellt. Nach ca. 4 h bei eéner OD600 von 0,6 werden die
Hefen gearntet, einmal in H,O gewaschen und einma mit 1 ml 100 mM LiOAc, pH 8,0. Die Zdlen
werden in 400 m 100 mM LiOAc resugpendiert damit eine Endvolumen bei 500 ml (entspricht eine
ZdIdichte von 2x 10° Zeleryml) liegt. die Hefesuspension wird zu 50 - 100 mi Aliquotiert und erneut
abzentrifugiert. Auf das Pellet werden in folgender Rethenfolge 240 ml PEG, 36 mi 1,0 M LiOAc,
und 25 m Carrier-DNA (2 mg/ml, denaturiert) zupipettiert, und anschliel?end mit HO auf einem
Gesamtvolumen von 50 ml aufgeflillt. Das Gemisch wird fir mehr ds 1 min auf dem Vortexer
gemischt. Dann werden die Ansétze fir 30 min ba 30°C inkubiert, wobel Se dle 10 min enmd
durch Schwenken gemischt werden. Diese folgt ene Hitzeschock be 42°C fur 20-25 min.
Ansthliel}end werden die Hefen pelletiert, in
1 m 1M Sorbitol aufgenommen und mit Aliquots von 50 - 200 m auf den Sdektionsplatten
ausplattiert. Nach 2 - 3 Tagen Inkubation bae 30°C konnen Einzelkolonien von den HMaiten
umgestrichen und verwendet werden.

3.8.1.3. Carrier-DNA
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Zur Préparierung der Carrier-DNA wurden 20 mg Samon-Sperm-DNA in 10 ml 1x TE unter
garkem Rihren im Kihlraum Uber Nacht ge6st. Die geldste und gescherte DNA wird a4 500 mi
diquotiert und bel - 20°C engefroren. Vor jeder Transformation wird ein Aliquot auf Eis
aufgetaucht, fir 5 min aufgekocht und dann sofort auf Eis abgeschreckt.

3.8.2. DNA-Isolierung aus Hefen

3.8.2.1. Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefen (Hoffman and Winston, 1987)

Aus 2 ml Ubernachtkulturen von Hefen konnte genligende Plasmide-DNA isoliert werden, um sie
dann in Bakterien zu retransformieren.

Die Hefenzdllen in gationdrer Wachstumsphase werden abzentrifugiert bel 4000 rpm, RT fur 5
min. Nach dem Waschen mit HO wird der Uberstand verworfen und die Zellen werden in der
restlichen Hissigkeit durch Vortexen resuspendiert. Dazu werden 0,2 ml Hefe-Lysispuffer und 200
M Glasperlen zugegeben. Das Gemisch wird fir 2 min lang stark gevortext, und es folgt eine
Zentrifugation bei 4000 rpm, RT fir 5 min. Der Ubergtand mit Plasmid-DNA wird in neues
Eppendorfgefd? Uberfiinrt.

Fur weitere Elektroporation in E. coli KC8 Stamm (zur spezifische Sdektion von Trp-Plasmid)
oder SURE, wird der Uberstand vorher 1:2 mit H,O verdiinnt wegen der zu hoher Sdzgehdt, die
eine Elektroporation stéren kann. 2 m der verdinnten Uberstand wird in 80-100 ni
elektrokompetente E. coli-Zdlen durch Elektroporation transformiert, auf Minima-Agarplatten fur
KC8 oder auf LB-Platten mit 100 ng/ml Ampicillin ausplattiert. Nach eine Inkubetion bei 37°C fir
UN werden Einzd-Kolonien ausgebildet. 2 ml LB-Medium mit Ampicillin wird durch einer Einzd-
Kolonie angeimpft, und eine Minipréparation von Plasmid-DNA aus E. coli wird angeschlossen
(beschrieben in Kapitd 3.4.5.)

Hefe-Lysispuffer: 2% Triton X-100
1% SDS
100 mM NaCl
10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0
0,2 ml Phenal : Chloroform : Isoamylalkohol (25:24:1)

Minimal-Agarplatte fir KC8: 15 g DifcoMinimalagar
4,59gKH,PO4x3H,0
105gK,HPO,
1,09(NH,),SO,
05 g NaCitrat x 2 HO wurden in 970 ml HO autoklaviert und auf 55°C
abgekuhlt
24 mg Uracil
24 mg Higtidin
24 mg Leucinin 15 ml H,O (geldst durch Warmen und steril filtriert)
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1,0ml 1M MgSO,x 7H,0

5 ml 40% Glukose-L 6sung (extraautoklaviert)

1,0ml 1% Thiamin (Vitamin B1)-Stamml6sung (frisch eingesetzt)
100 ng/ml Ampicillin

3.8.2.2. |Isolierung genomischer DNA aus Hefen

Fur ene schndle Isolierung genomischer DNA aus Hefen wurde ein von Amersham (Life
Science) verwendet.

5 ml einer UN-Kultur von Hefen werden abzentrifugiert, eéinmal mit HO gewaschen und in 540
m Laésung A resuspendiert. Nach Zugabe von 60 ml Losung B wird der Ansatz fir 30 sec gevortext
und dann 10 min bel 70°C inkubiert. 300 m Losung C wird zugegeben, gemischt und der Ansatz
wird fur 5 min auf Eis abgekihlt. Nach 5 min Zentrifugation mit maximaer Geschwindigkeit (14 000
rpm) bei RT wird die DNA aus dem klaren Uberstand mit 600 m Isopropanol gefalt und durch
andoge Zentrifugation peletiert. Das pelet wird mit 70 % eiskdtem EtOH gewaschen und
anchlielfend in 50 M Losung D resuspendiert.

Losung A, B, C und D sind dem Kit mitgeliefert.

3.9. Genetische Methoden zur Charakterisierung von Hefenzellen

3.9.1. Kreutzung haploider Hefezellen

Haploide Hefen unterscheiden sich in ihrem Paarungstyp, der in Mata oder Mata bezeichnet
wird. Nur Zellen mit entgegengesetztten Paarungstypen kénnen zu einer Zygote fusonieren, aus der
eine diploide Hefezdlle hervorgeht. Wie Haploiden kénnen sich die dipoliden Zdlen mitotisch teillen
und vermehren. Unter stickstoffmangeen Bedingungen kdnnen sich Diploiden auch meiotisch teilen
und bringen dann vier hgploide Ascussporen hervor, die wiederrum zu vegetativen Haploiden
auskeimen konnen. Die Diploidigerung leitet damit die sexudle Fortpflanzung en und it be ener
gezidten Kreuzung zweier Haploiden das Mittd zur Generierung einer Nachkommen mit neuer
Kombination der Gene aus beiden Elternsammen.

Zur Kreuzung werden Zdlsuspension aus logarithmischen Kulturen auf Sdektionsmedium, auf
dem die beiden haploide Ausgangsstémme nicht wachsen kénnen, aufeinander getropft. Dies setzt
voraus, dal3 Sch die beiden Stamme in jeweils einem Sdektionsmarker unterscheiden, der durch die
Diploidbildung vom jewelligen Allel des Partners komplementiert wird. Zur Kontrolle werden die
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haploide Stmme ebenfdls auf das Sdektionsmedium ausgestrichen. Diploidiserung wird durch das
Wachgtum kleiner Kolonieim Bereich der eingetrockneten Zellsuspensionstropfen angezeigt.

Be fehlender Postivseektion auf das Diploidiserungsereignis lassen sich die Kreuzung auch auf
YPD-Plate durchzufilhren. Dies folgt eine Uberstempel der ausgewachsenden Ausdriche auf
Sd ektionsmedium um die wirklichen Diploden zu seletionieren.

3.9.2. Sporulation diploder Hefezellen

Die Sporulaion diploider Hefestdmme wurde in Flissg- oder Fesmedium durchgeftinrt. Eine
diploide Hefekultur wurde UN in fliissigem Medium bel 30°C angezogen. Nach dem Wachsen mit
H,O werden die Zdlen in 200 mi Minimal-Sporulationsmedium aufgenommen und entweder direkt
auf eine Minima-Sporulationgplatte getropft oder in 20 ml fllissgem Medium bel 30°C fir 5 Tage
geschittelt. Dann konnte die Bildung von Asci unter dem Mikroskop Uberprift werden.

Be Hefestdmme, die schwer sporulierten wurden die Hefen zunéchst fir 1 - 2 Tage in
Présporulationsmedium inkubiert und dann entweder auf Sporulationsmedium oder auf Minima-
Sporulationspl atten transferiert.

Minimal-Sporulationsmedium: 1% KOAC, pH 7,6

Prasporul ationsmedium: 0,8% Hefeextrakt
0,3% Bacto-Pepton
10% Dextrose

Sporulationsmedium: 1% KOAC, pH 7,6
0,1% Hefeextrakt
0,05% Glukose oder Galaktose

3.9.3. Sporenfreisetzung und Tetraden-Analyse

Nach der Sporulation von diploiden Hefenzelen liegen die Sporen nicht frel vor, sondern ds
Viererverbande (Tetraden), die von einer Ascuswand umgeschlossen sind. Die Ascuswand wird zur
Freisetzung der Sporen enzymatisch mit Glusulase oder Zymolyase behanddt. Zur gezidten Andyse
der Sporen werden Tetraden mit Hilfe des Mikroskops auf Y PD-Platten gelegt, diese wiederum auf
unterschiedlichen Sdektionsplatten Uberstempelt werden konnen.

Fur die Tetraden-Andyse werden die Sporen von einer Platte abgekratzt, in 10 m H,O
resuspendiert und 5 min mit 5- 10 m Glusulase bel RT inkubiert. Nach der enzymatischen Reaktion
werden die Sporen zweima gewaschen mit H,O und auf ener YPD-Plate an ener Sete
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auggestrichen. Am Mikromanipulator wird eine einzelne Tetrade mit der Nadel aufgenommen und
auf eine bestimmte Postion (Registrieren mit Hilfe der Monitor) der Platte hingelegt. Dort wird der
Ascusverband durch Klopfen der Nadd aufgebrochen und jede der vier Sporen auf eine andere
spezifische Stelle der Platte gelegt. Alle vier Sporen einer Tetrad werden gewdhnlich auf einer Reihe
untergebracht, um mit den anderen Tetraden zu unterscheiden. Die Y PD-Platten werden bel 30°C
inkubiert. Nach einem oder mehreren Tagen konnte das Keimen der Sporen und die Ausbildung von
Zdlverbanden beobachtet werden.

Die unterschiedlichen Genotypen (Phénotypen) der einzelnen Spore einer Tetrade kdnnen durch
replikative Uberstempe der ausgewachsenen Hefeklone auf verschiedenen Selektionsplatten
ermittelt werden.

3.9.4. Paarungtypsbestimmung

Jeder haploide Hefeklon, der durch Kreuzung erzeugt wurde, muf3 neben seinen phénotypisch
erfal3aren genetischen Markern auch hingichtlich seines Paarungstyps charakterisiert werden.

Fur diese Andlyse stehen Testerstamm zur Verfligung, die Detektion des Paarungstyps auf Platten
ohne Zusaz jeglicher Aminosiuren oder Nukleosiden ermdglichen. Ublicherweise werden die
Stdmme KL 14-4 (Mata) und IL993-5C (Mata) ds Testerstémme verwendet.

Zur Paarungtypshestimmung wurden logarithmisch wachsende Kulturen der Testers@mme auf
OM-Medium augplattiert. Frische Einzelkolonie-Aussriche der zu definierten Stmme wurden
mittels Replikaplattierung auf beide Testers@mme Ubergestempelt und die Platten fir 3 - 5 Tagen be
30°C inkubiert. Die Diploidbildung sollte nur mit enem der beiden Testersamme erfolgt sain, d.h.
der zu definierende Stamm hat dann den entgegengesetzten Paarungstyp.

OM-medium: 0,67 % Y east Nitrogen base w/o Aminoacids
2 % Glukose (extraautoklaviert)
2 % Bacto-Agar

3.9.5. Suppressor-" Screen' zum Suchen von funktionell relevanten Faktoren in Hefe

Die funktionelle rdevanter Genen kdnnen durch ein Suppressor-"Screen” in vivo z.B. in Hefe
identifiziert werden. Vorausgesetzt ist eine oder mehrere ausgeprégte Phanotypen, die durch
Mutationen in dem Zielgen hervorgerufen wurden. Typische fir solche Phénotypen sind Temperatur-
Sengtivitét, Wachstumsdefekt und Nahrstoff-Auxotrophie.

Aus den langsam wachsenden Hefe-Klone mit NC2b-Defizienz wurde eine Suppressor-Screen
durchgefiihrt. 8 x 10 ml YPD-Flissigmedium wird mit je einer der langsam wachsenden Kolonien
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angeimpft, geschittedt be 30°C fir 2-3 Tagen his zur exponentionelen oder dationellen
Wachstumsphase. VVon diesen Fliissigkulturen, werden jeweils & 10° Zdlen auf einer YPD-Plate
ausplattiert und inkubiert bei 30°C. Nach 2 - 3 Tagen sind die Kolonien von Ausgangsstdmme noch
nicht schtbar. Zu sehen snd die Kolonien von spontanen Suppressoren, die das normae
Wachstumgrate der Hefen wiederherstellen. Jedes Suppressor-Klon kénnte eine andere Mutation
tragen. Insgesamt wurden 53 Suppressor-Klone aus diesem " Screen” isoliert.

3.9.6. Temperatursenstitatsbestimmung

Die Wildtyp-Hefen zeigen Sch ein breites Temperatur-Spektrum firs vegetativen Wachstum (14-
37°C). Temperatursengitivitét ist einer der typischen Phanotypen, die durch Mutationen in Hefezellen
verursscht werden. Um die Phéanotyp verschiedener Hefezdllen gegentber Temperatur zu
besimmen, wurden se padld zum Verglechsamm (Wildtyp-Hefe) auf dra YPD-Platten
ausgedtrichen, und je eine Platte wird bel einer anderen Temperatur inkubiert: 16°C, 30°C oder
37°C. Nach 2-7 Tagen konnte das Wachstumsverhalten der Hefen gegenlber Temperatur
festgestelIt werden.

3.9.7. Tropftitertest

Eine Einzdkolonie von ener frisch berliten Kulturplatte (nach ca. 2 Tagen) wird mit einer Impfdse
abgekratzt und in 100 M H,O resuspendiert. Um die Zdlklumpen-Bildung zu vermeiden, wird die
Hefesuspenson durch  kurzes Vortexen gemischt. Von dieser Suspenson wird ene
Verdiinnungsreihe bis zu 10° angelegt; dazu werden je 10 m der Suspension entnommen und zu 90
m H,O vemischt. Jede Verdinnungstufe wird gut gemischt bevor de fir die néchde
Verdiinnunggtufe Zdlen entnommen wird. Je 5 m  der Verdinnungen werden auf markierte Stellen
ener Testplatte aufgetropft. Nachdem die Zellsuspensonen getrocknet sind, werden die Platten bel
30°C fir 2 - 5 Tagen inkubiert.

Bam Auftragen verschieden Hefestdmme zum Vergleich, werden die erste Zdlsuspension aus
Einzelkolonie durch ODso-Messungen genau ausgeglichen, um ene identische Menge der Zdlen zu
gewahrlegten.

3.10. Proteinextraktion aus Saccharomyces cerevisiae
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Zur Proteinextraktion aus Hefen, kdnnen die Zelen enzymatisch mit Zymolyase oder mechanisch
mit Glagperlen aufgeschlossen werden.

3.10.1. Aufschlu3 mit Zymolyase

100 ml ener logaritmisch wachsenden Kultur wurd bel einem ODgg-Wert von 0,8 - 1,0
abzentrifugiert, mit HO gewaschen und in 10 x Vol. Aufschlu3puffer | aufgenommen. Der hohe
Gehdt an DTT diente dazu die Zymolyase zu aktivieren. Diese Zdlsuspenson wird bel RT fur 30
min inkubiert. Die Zdlen werden dann abzentrifugiert und erneut in 2 x Vol. Aufschlul3puffer mit 1
mM DTT aufgenommen. Nach Zusaiz von 50 m Zymolyase-L6sung (10 mg/ml) wird die
Zdlsuspension fur 30 - 60 min. bei 37°C inkubiert. Eine Bildung von Sphéroblasten werden unter
dem Mikroskop kontrolliert. Bei leichter Viskogitét, spricht fur ausreichende Aufschlul3effizienz wird
zur Lyse der Zdlen und Zdlkerne /5 Val. 25 M NaCl zugesetzt. Die hohe viskose Losung wird
beo 20.000 rpm, 4°C fir 20 min. abzentrifugiert und der Uberstand al's Proteinrohextrakt bei - 80°C
eingefroren.

AufschluRpuffer I: 100 mM NaCl
25 mM Hepes-NaOH, pH 7,5
5mM EDTA, pH 8,0
10 % Glycerin
30mM DTT

3.10.2. Mechanischer Aufschlufd mit der Schwingmuihle

Um die Protein-Expresson im Wedern blot nachzuweisen, wurden aus ener ebenfdls
logarithmisch  wachsenden  Hefekultur  durch  mechanischen  Aufschiu3 mit  Glasperlen mit
Durchmesser von 0,5 - 0,7 mm Rohextrakt hergestellt.

Die Kultur wird aozentrifugiert, mit HO gewaschen und in 1 Vol eskadtem Aufschlu3puffer |1
aufgenommen. In eénem 2 ml Eppendorfgefald werden 1,5 ml kdte Glasperlen vorgelegt, 200 mi
Zdlsuspenson und 200 M Aufschlu3puffer 11 zugegeben und gemischt. Das Gefd3 wird in die
Schwingmihle eingespannt und 20 min. ba voller Legsung geschittedt. Danach wird das
Eppendorfgefdd im Boden mit einer Kanile angestochen, in en 15 ml Rundboden-Rohrchen
eingesetzt und durch Zentrifugation (1.500 rpm, 4°C, 1 min) die flissgket duiert. Die Glasperlen
werden nochmd mit 200 m - Aufschiuf3puffer 11 gewaschen und abzentrifigiert. Die Eluate werden
vereinigt und be 20.000 rpm, 4°C fir 20 min abzentrifugiert. der klare Uberstand wird ds
Proteinrohextrakt in neues Gef&l3 Gberfihrt und bel - 80°C weggefroren.

Aufschlupuffer I1: 500 mM NaCl
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50 mM Hepes-NaOH, pH 7,9
1 mM EDTA, pH 8,0

10% Glycerin

5mM DTT

3.11. Computeranalysen

Fur Computer- und Homologie-Analysen wurde der BLAST-Algorithmus des NCBI verwendet
(Altschul et al., 1990). Zur Herrgtdlung der Krigtalstrukturen von Histonen und yTFIA-TBP-
DNA-Komplex wurde der Programm Rasmol 2.7.1 und Swiss-Pro eingesetzt.



4. Ergebnisse

4.1. Vergleich von NC2 aus Mensch und Hefe

Auf der primaen Struktur-Ebene snd NC2 aus Mensch und Hefe hochkonsarviert. Die
Homologie vom hochgen Grad befindet sch in der Histone-Fold-Doméne beider NC2-
Untereinheiten. Sie betragt mehr as 40% Identitat und bis zu 67% Ahnlichkeit. Wie die Histone-
Fold-Domaéne der Histonproteine besteht der Histone-Fold des NC2 aus einer langen zentralen a -
Helix, die von zwe kurzen a -Helices flankiert und Uber b - Schleifen verbunden wird (Goppdt et al.,
1996). AulRerhab der Histone-Fold-Doméne it nur en kurzer Bereich C-termind des Histone-
Fold-Motivs in NC2b konserviert. Er liegt zwischen der Aminosdure-Positionen 115-126, die fast
auschliedich aus Glutamin- und Glutaminsaure-Resten (QE) bestehen (Abb. 4A). Humane NC2
bestzt zusitzlich ene Prolin-reiche Region in NC2a und ene Glutamir/Alanin-reiche Region in
NC2b, die Hefe-NC2 fehlen (Abb. 4B).

Es wurde angenommen, dal3 NC2 durch die Histone-Folds dimerisert und eine ahnliche Struktur
wie die Hisonen in Nukleosomen aushildet (Goppdlt et al., 1996). Es wurde auch gezeigt, dal? die
Histone-Fold-Doméanen von NC2 fur die Represson der Transkription und fir Interaktionen mit
TBP und DNA erforderlich and (Inostroza et al., 1992; Yeung et al., 1994, 1997; Goppelt et al.,
1996; SJKim et al., 1997). Alle diesen Funktionen von NC2 werden aul3erdem durch die
carboxylterminde Region von NC2b verstarkt (Goppet et al., 1996). Eine wetere essentiele
Doméne fur die Transkriptionsrepression ist die C-terminde Region von Aminoséuren 84-113 in
hNC2b. Diese Region beinhdtet den Bereich von Aminosduren 81-99, die die vierte Helix (Hdix
IV) des H2B-Molekiils aufferhab des "Histone-Folds' entspricht (Abb. 4).
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Abb. 27: Mogliche Lage des Serin52 von NC2b in Anlehnung an die H2A-H2B-Struktur. (A) Die Histone-Fold-
Doménen von NC2a (blau) und NC2b (gelb) interagieren sich Gber Kreuzung der zentralen a-Helix (@2) welche
jeweils von zwei kurzen Helices (a1 und a3) flankiert ist. Das C-terminale Ende von NC2b und das N-terminale
Ende von NC2a sind angezeichnet. Serin52 (S52) (rot) liegt innerhalb der zentralen Helix @2) von NC2b und
kurz vor dem Ubergang zu Helix 111 (a3). Die Seitenkette von S52 liegt an der Oberflache des Proteins und
befindet sich auf der Gegenseite der vierten Helix (a4) von NC2b. (B) Die grof’e Dimerisierungsoberfléache
zwischen NC2a und NC2b ist in der " space fill"-Version der Struktur deutlich zu erkennen. Die Position des S52
istinrot dargestellt.
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48.4.2. Analyseder Mutante b S52R in der Komplexbildung auf DNA

Mutante S52R zegte Sgnifikante Defekte in der Komplexformation mit TBP auf DNA (diskutiert
in Kapitd 4.832). Defekte in der Komplexbildung mit TBP-DNA hatte auch die
Suppressormutante V251F in Toal (mt-yTFIIA) aufgewiesen (Kapitel 4.7.2). Aber im Fall des mit-
YTFIA, bindete das mt-yTFIA nicht an Hefe-TBP (yTBP) und die reduzierte Konzentration an
terndem Komplex mit hTBP und DNA lie3 sch nicht durch Konzentrationserhthung der
Reaktionspartner TFIIA und TBP kompensieren (Abb. 17, 21).

Um wetee Vergleche anzugdlen wurden wt- und mt-NC2 (S52R) zusammen mit
rekombinantem yTBPim Gelshift-Experiment untersucht. Bei kongtanter Menge an yTBP und DNA
wurden wt- und mt-NC2 tiber grof3e Konzentrationsbereiche titriert (10-210 ng). Im Unterschied zu
mt-yTFIIA, bindet bS52R an yTBP. Unterschiede zwischen wt- und bS52R-Mutante sind
konzentrationsabhéngig (Abb. 28). Eine sgnifikante Schwachung der terndren Komplexbildung mit
mt-NC2 wurde ausschliefdich bel niedrigen Proteinkonzentrationen beobachtet (Abb. 28, vergleiche
Spur 8-11 mit Spur 2-5).

Dieses Reaultat lief? den Schiul3 zu, dald die NC2-Mutante b S52R und die Suppressormutante
V251F in Toal unterschiedliche Defekte in der terndren Komplexbildung mit TBP und DNA
aufweisen. Der Defekt in NC2b S52R basert hauptséchlich auf eine Schwéchung in der TBP-
Bindung eines enfachen Gleichgewichts aus NC2, TBP und DNA, wé&hrend der Defekt in mt-
YyTHIA auf einen komplizierteren Prozef3 zurtickzufihren i<t

a/bwT a/bS52R

NC2 e e—r e

10 20 40 70 140 210 10 20 40 70 140 210

yTBP - + + + + + + + + + + + o+

h.o.» - b —r

freie DNA»-
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Abb. 28: Effekte der NC2b-Mutation S52R auf die Komplexbildung von NC2 mit TBP auf DNA. Im Gelshift-
Experiment wurde rekombinantes gereinigtes yTBP, wt-NC2 @/bWT) und mt-NC2 &/bS52R) verwendet. In
Anwesenheit einer konstanten Menge anyTBP (5 ng) wurden wt- und mt-NC2 von 10, 20, 40, 70, 140 bis zu 210
ng titriert. Die Positionen der ternéren Komplexe (TBP-NC2), der freien DNA und der Komplexe héherer Ordnung
(h.0.), die durch Bindung eines zweiten TBP-NC2 an die DNA zustande kamen, sind gekennzeichnet.

4.8.4.3. Analyseder NC2b-Mutante S52R in Immunopr &zipitation

Nachdem die NC2b-Mutante S52R verminderte Komplexbildung mit TBP und DNA zeigte,
gellte sch die Frage, ob die direkte Interaktion zwischen TBP und NC2 betroffen war.

Um diese Frage zu beantworten, wurden Immunopréazipitationen mit monoklonaen Antikorper
(hergestdlt mit Fusionsprotein GST-NC2a aus Ratte in der Arbeitsgruppe E. Krammer, GSF)
gegen das hNC2a durchgefiihrt (Details sehe Materid und Methoden). Es wurden gereinigtes,
rekombinantes hTBP und Wildtyp-NC2 (wt) sowie die Mutante bS52R (mt) unter Bedingungen
verglichen, in denen unterschiedliche Bindungsaktivitdten von wt- und mt-NC2 in Gdshift-
Experimenten beobachtet worden waren. Die mit SDS-Puffer duierte Proteine wurden durch SDS-
PAGE anaysiert und das hTBP und NC2b durch Antikérpernim Western-Blot nachgewiesen.

Die NC2-Mutante S52R konnte genauso wie das wt-NC2 effizient an TBP binden, sowohl bel
niedriger ds auch bei hoher NC2-K onzentration (Abb. 29, vergleiche Spur 2 mit Spur 3 bzw. Spur
4 mit Spur 5). Gleichzetig wurde gezeigt, dal3 die NC2b-Mutante S52R in der Dimeriserung mit
hNC2a kompetent war (unterer Band, Spur 3 versus Spur 2 und Spur 5 versus Spur 4).

abSH2R - - 2 - 5
NC2WT - 2 - S -
hTBP 15ng + + + +

G =— e e w— < TBP

’ﬂ'—<-NCZo

1 2 3 4 5

Abb. 29: Analyse der NC2b S52R-Mutante in der Immunoprazipitation. An der mit Antikdrper gegen hNC2a
gekoppelten Protein G-Sepharose wurden rekombinantes hTBP (480 ng) und wt- (a/bWT) bzw. mt-NC2 (a/bS52R)
(700 ng und 2,8 ng) im 1 ml-Puffer geladen. Die gebundenen Proteine wurden mit SDS-Auftragspuffer eluiert.
Nach Auftrennung in SDS-PAGE wurden hTBP und hNC2b im Western-Blot nachgewiesen. Die NC2 bS52R-
Mutante zeigt vergleichbare Aktivitét in der Interaktion mit TBP und mit der hNC2a-Untereinheit (Spur 3 versus
Spur 2 und Spur 5 versus Spur 4). Spur 1 enthalt 15 ng rekombinantes hTBP.
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4.8.4.4. Einflul3 der DNA-Bindung auf die Komplexbildung von NC2-M utante b S52R mit
TBP

NC2-TBP-DNA-Komplexe sind relativ resstent gegeniiber grof3en Mengen an  unspezifischer
Kompetitor-DNA pdGdC, die eine GC-reiche Sequenz hat. Dagegen ist die direkte Interaktion
zwischen NC2 und DNA durch pdGdC kometitierbar (Goppelt et al., 1996). Die mangelnde
Aktivitét von Mutante bS52R in der Bindung an TBP und DNA konnte teilweise aufgehoben
werden, in dem man die NC2-K onzentration erhdhte (Abb. 28). Diese Experimenten wurden ohne
K ompetitor-DNA durchgefuihrt. Ein erstes Anzeichen fir einen moglichen Einflu® von DNA auf die
Komplexbildung liferte én Gdshift-Experiment mit
500 ng pdGdC (Abb. 26A).

Um den Einflu® der DNA-Bindung von b S52R-Mutante genauer zu untersuchen, wurde der
Kompetitor pdGdC im Geshift-Experiment titriert. NC2-Konzentrationen wurden dafir innerhab
der Bereiche gewdhlt, in denen deutliche Unterschiede zwischen wt- und mt-NC2 in der
Komplexbildung nachgewiesen worden waren (Abb. 28). Unterschiede zwischen S52R und wt-
NC2 nahmen mit seilgender Konzentration an pdGdC ab (Abb. 30, Spur 4, 5 versus Spur 2, 3).
Bei 1 ng Kompetitor-DNA (350-fachem Uberschul® zu markierten Promotor-Fragmenten) waren
keine Unterschied zu sehen (Abb. 30, Spur 10, 11). Uberraschenderweise bindete mt-NC2
(bS52R) eher besser an TBP-DNA as wt-NC2 bei 700-fachem Uberschul? von pdGdC (2 n).
Ein mdglicher Grund dafr it die unterschiedliche Affinitét von wt- und mt-NC2 zu DNA. Wildtyp-
NC2, nicht aber die mt-NC2 (S52R) ist kompentent in der DNA-Bindung (Abb. 26B). In
Anwesenheit grolen Mengen an Kompetitor-DNA bindet se das NC2, und diese ist weniger mit
dem mt- als dem wt-NC2.
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Kompetitor - - - - -
NC23H2R - - - 14 70 - 70 - 7 - 7 - 70
NC2wt - 14 M0 - - 7 - 70 - 70 - 70
h.O.} [o—
S Y TN
NC2-DNA > "

Abb. 30: Effekte der unspezifischen Kompetitor-DNA auf die Komplexbildung von NC2-Mutante S52R mit TBP-
DNA.. Die Reaktionen enthielten ein 60 bp lang markiertesHIV-Promotor-Oligonuklectid (75 fmol) und gereinigtes,
rekombinantes hTBP (10 ng). Die Konzentrationen von NC2 (wenn anwesend) sind in ng angegeben. Kompetitor-
DNA pdGdC wurde von 200 ng bis 2 ny titriert, was einem 70- bis 700-fachen Uberschul? zum Promotor-Fragment
entspricht. Die Positionen der monomeren Komplexe auf DNA (TBP-NC2) und Komplexe héherer Ordnung (h.o.)
sowie Komplexe aus NC2 und DNA (NC2-DNA) sind markiert.

4.8.4.5. Einflu der b S52R-Mutation auf die Kompetition zwischen NC2 und TFI1A auf
Promotor

NC2 reprimiert die RNA-Polymerase Il Transkription durch Verhinderung der Assoziation von
THIA und THIB zur basden Transkriptionsmachinerie (Goppelt et al., 1996; Mermedden et al.,
1996). Die Mutante S52R wurde auf Kompetition mit TFIIA Gberprift. Rekombinantes yTHIA und
ene veglechbare Menge an wt- und mt-NC2 wurden eingesetzt. Die Resktionen enthielten
limitierende Mengen an TBP und DNA um moglichen Wechsed von TBP zwischen den
Bindungspartner, TFIIA und NC2 zu beobachten. Wildtyp-NC2 K ompetitierte effektiv mit TFIIA
um die TBP-DNA-Bindung. Bel hoher Konzentration von wt-NC2 wurden die Komplexe aus
THIA und TBP auf der DNA (TBP-11A) komplett durch NC2-TBP-DNA (TBP-NC2) ersetzt
(Abb. 31, Spur 7, 8, 9). Wie erwartet war die NC2-Mutante S52R schwécher in der Kompetition
mit THIA. Auch bel hoher Konzentration von NC2 (Spur 12) konnte der TFIIA nicht vollsténdig
von TBP entfernt werden (Abb. 31, Spur 10-12 versus Spur 7-9).
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NC2SS2R - - - - 14 70 - - - 14 70 140
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Abb. 31: Kompetition von NC2 und bS52R-Mutante mit TFIIA. Bindungsreaktionen enthielten HIV-Promotor-
Oligonukleotid (25 fmal), rekombinanten hTBP (7,5 ng) und yTFIIA (50 ng). Verschiedene Konzentrationen an wt-
(NC2wt) und mt-NC2 (NC2S52R) (Zahlen inng) wurden eingesetzt. Die Positionen der monomeren und multimeren
TBP-NC2-DNA Komplexe (TBP-NC2 und h.0.), der Komplexe von TFIIA-TBP-DNA (TBP-I11A) sowie der freien
DNA sind angegeben.

Zusammengefad, weist die NC2-Mutante S52R weist also Defekte in der Komplexformation mit
TBP auf DNA, insbesondere im direkten Sequenz-unspezifischen DNA-Kontakt auf. In Korrelaion
mit ihrer verlorenen Funktion in der Transkriptionsrepression, zeigt die Mutante bS52R seine
Inkompetenz in der Kompetition mit dem generdlen Transkriptionsfaktor THIA.

4.8.4.6. DNasel Footprinting-Analyse der NC2-Mutante S52R

Frihe Arbeiten haben gezeigt, dal3 NC2 zusétzliche DNA-Kontakte aul3erhalb der TATA-Box
auf Promotor induziert (Goppelt et al., 1996). In DNA-Footprinting-Experimenten, schiitzen NC2
und TBP die TATA-Box des HIV-Promotors vor DNase I-Verdau. Gleichzeitig werden DNase |-
hypersenstiven Stdlen in der Umgebung der TATA-Box ausgebildet. Ein zusitzliches "Fenge™ in
ene Thymidin-reichen Region wurde stromabwérts der TATA-Box beobachtet Goppdt et al.,
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1996). Ahnliche Effekte werden ebenfals fir AdML-Promotor (AdML) beschrieben (JKim et al.,
1996).

Mutante b S52R wurde am Adenovirus Mgor Late-Promotor auf die Komplexbildung mit yTBP
untersucht. yTBP dlein ruft keinen unspezifischen leichten Schutz vor DNase | hervor (Abb. 32A,
Spur 2 versus Spur 1). Durch Titration von wt-NC2 wurde alméhlich die TATA-Box zwischen den
Positionen -33 und -17 geschitzt (Abb. 32A, Spur 4, 5 versus Spur 2). In Anwesenheit der
b S52R-Mutante it das Fengter auch zu sehen, dlerdings erst bel hoherer Konzentration (Abb.
32A, Spur 6, 7 versus Spur 4, 5). Aulerdem wurde geringe Unterschiede im 3'-Bereich der
TATA-Box beobachtet, ohne dal3 diese bisher exakt zugeordnet wurden.

Dieses Experiment wurde mit einer héheren Konzentration an wt- und mt-NC2 wiederholt. Das
Reaultat ist in Abb. 32B dargestdit. Hier seht man die Bindung von TBP an die TATA-Box und
somit die Generation eines einen Schutzbereiches von Postion -33 bis -17 auf dem Promotor. Der
Zusatz von wt-NC2 bzw. S52R-Mutante deckte zusétzliche Fenster (um -3, um +8 und von +44 bis
+63) sowie eine Reihe hypersengtiver Stelen auf. Allerdings war kein Unterschied zwischen wt- und
mt-NC2 festzustellen (Abb. 32B, Spur 4, 5 versus Spur 3).
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Abb. 32: DNase | Footprinting-Anayse von TBP-NC2-Promotor Komplexen. Die mit "A+G" bezeichneten Spuren
geben die Sequenzen der Promotor-Fragmente (des AdML-Promotors, auf den nicht-codierenden Strang) wieder.
yTBP (30 ng) und Wildtyp- (WT) bzw. Mutante-NC2 (S52R) wurden mit Promotor-DNA inkubiert. Die
eingesetzten NC2-Konzentrationen waren 400 und 550 ng. Die geschitzten Regionen (eckige Klammern) im
Bereich um TATA-Box (eingerahmt) sind markiert. (A) Zusammen mit TBP schitzte NC2-Mutante S52R die
TATA-Box-Region erst bei htherer Konzentration, wahrend wt-NC2 auch bei niedrigerer Konzentration effektiv
mit TBP an TATA-Box bhinden konnte. Auf dem nicht-codierenden Strang schiitzte NC2 zusammen mit TBP die
Positionen -33 bis-17. (B) Vergleich der durch TBP und TBP-NC2 geschiitzten Bereiche auf AdMLP-Fragmenten.
Die Bindung von TBP alein bietet einen kompletten Schutz um die TATA-Box (Spur 3 versus Spur 2). Der Zusatz
von wt- bzw. mt-(S52R) NC2 induzierte einen zusétzlichen Schutz auRerhalb der TATA-Box. Die TATA-Box und
die spezifisch durch TBP-NC2 geschitzten Positionen sind mit Klammern markiert. Die durch TBP-NC2
hervorgerufenen DNase |-hypersensitiven Stellen sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
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Abb. 24: Projektion der NC2-Punktmutationen in Strukturmodell von NC2. Die NC2a wird in blau und NC2b
in gelb dargestellt. (A) Darstellung der Histone-Fold-Doméanen von H2A (dunkel) und H2B (hell). Die Helices in
H2B sind numeriert. Der C-Terminus vom H2A bzw. H2B ist markiert. (B) Die Aminosauren VCC39,42,43 (in
rot) befinden sich genau auf der inneren Oberflache vom hNC2b gegentiber der FL45,46 (in weil3) in hNC2a.
Der N-Terminus vom NC2b und der C-Terminus vom NC2a sind angegeben. (C) Darstellung der NC2-
Punktmutationen (in rot oder orange) auf der Oberflache vom Dimer-Komplex aus NC2a und NC2b.
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A

Abb. 15: Position der Suppressormutation in Toal im yTFIIA-TBP-DNA-Komplex. In der Kristallstruktur sind
die konservierte Regionen der grof3en Untereinheit von yTFIIA, Toal (grin) und die kleine Untereinheit Toa2
(gelb) im Komplex mit yTBP (blau) und Promotor-DNA (weil3 in A und weif¥lilain B) dargestellt. Die mutierte
Stelleim Suppressor, Valin in der Position 251 (V251, rote Kugel) ist auf der Dimerisierungsoberflache von
Toal und Toa2 lokalisiert(B), und in der Nahe der TBP- und DNA-Kontaktsoberfléche (A).
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4.7. Biochemische Charakterisierung der Toal-Suppressor mutante

4.7.1. Die Toal-Suppressormutantedimerisiert mit Toa2

Die Lage der Suppressormutation im yTFIIA-TBP-DNA-Komplex legt nahe, dal3 sie die
Dimeriserung von yTFIIA beentréchtigt. Um diese Theorie zu Uberprifen, wurden
rekombinante Proteine des Wildtyp-Toal (wt-Toal), der Toal-Suppressormutante (mt-Toal)
und des Toa2 in E. coli exprimiert. Die Uberexprimierten Proteine wurden aus unldslichen
Fraktionen gereinigt und co-renaturiert. Das Wildtyp (wt)- und Mutante (mt)-yTFIIA wurden
unabhéngig voneinander Uber eine Superdex 75-Saule fraktioniert. Zweck dieses Versuchs
war der Vergleich der Komplex-Grof3e. Ist mt-Toal nicht komplexiert mit Toa2, sollte Toa2
mit kleinerem Molekulargewicht el uieren.

Die Toal-Untereinheit hat eine native Grofie von 32 kDa, Toa2 von 13,5 kDa. Ein Dimer
aus Toal und Toa2 wird in der Grof3ordnung von 45 kDa erwartet. ES wurde auch berichtet,
dal3sich yTHIA in der Gelfiltration als ein 90 kDa-Tetramer eluieren 183 (Kang et al., 1995),
ale Grol¥e, die auf Superdex 75 auftrennbar sind. Die Fraktionen aus der Gelfiltration mit wt-
und mt-yTFIIA wurden nebeneinander auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die nachfolgende
Silberfarbung zeigte, dal3 sowohl wt- as auch mt-Toal prézise in den gleichen Fraktionen
(Fraktion 5 und 6) eluieren. Toa2 kam quantitativ zusammen mit Toal in der Gelfiltration.
Frele Toa2 oder Toal waren nicht detektierbar (Abb. 16A). Mdglicherweise sind die freie
Komponenten unldglich.

Um zu untersuchen, ob sich die Toa-Komplexe in vivo identisch wie die rekombinanten
Proteine verhalten, wurden Gesamtproteinextrakte aus dem Wildtyp- (MY1) und dem
Suppressorstamm (MY 1870) prapariert und Uber Superdex 75 fraktioniert (sehe Material und
Methoden). Nach der Auftrennung der Fraktionen durch SDS-PAGE wurden die Toa-Proteine
in Western-Blot mit anti-Toa2-Antikorper detektiert. Als Groflenmarker dienten BSA (66
kDa) und Trypsin-Inhibitor (21 kDa). Auch hier co-eluierten die beiden Toa Untereinheiten,
im wt- sowie im Suppressor-Kontext (Abb. 16B, Fraktion 5, 6). Western-Blot-Anayse mit
Anti-Toal-Antikorper lieferte identische Ergebnisse.

Daraus a3 sich schlief3en, dal? trotz der Lokalisation der Suppressor-Mutation auf der
Dimerisierungsoberflache von Toal, ist das mt-Toal in der Lage, stabile TFIIA-Komplex
zusammen mit Toa2 auszubilden. Dies gilt sowohl fur die rekombinanten Proteine aus E. coli
als auch fur die nativen Proteine aus Heferohextrakten. Eine mogliche Erkl&rung kénnte sein,
dal3 die grof3e Dimerisierungsoberfldche zwischen Toal und Toa2 im yTFIIA-Komplex die
V 251F-Punktmutation toleriert (Tan et al., 1996 und siehe Abb. 15A).
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Abb.16: Die Suppressormutation hat keinen EinfluR auf die Dimerisierung von Toal und Toa2. (A)
Silbergefarbtes SDS-Polyacryamidgel zeigt Co-elution von rekombinantem Wildtyp- (wt) und mutiertem (mt)
Toal mit Toa2 auf einer Superdex 75-Saule. Die Fraktionen wurden in SDS-PAGE analysiert. Die Spur M
enthdlt einen Proteinmarker mit angegebenen Grofen. (B) Western-Blot-Analyse der auf Superdex 75
fraktionierten Hefeextrakte mit Anti-Toa2-Antikorper. Proteinmarker mit GroRen von 66 kDa und 21 kDa
wurden verwendet. Toa2 vom Hefestamm mit wt- und mt-yTFIIA eluiert beide mit einer Molekulargewicht von
etwa45 kDa.
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Abb. 4: Analyse der Aminosauresequenz von NC2a und NC2b. (A) Sequenzvergleich der homologen Bereiche
von NC2 aus Mensch und Hefe. Die Histone-Fold-Doméanen innerhalb der beiden NC2-Untereinheiten sind
eingerahmt. Die Positionen der drei Helices in den Histone-Fold-Doménen sind durch Zylinder dargestellt. Die
Helices sind durch b-Schleifen (durchgezogene Linien) verbunden. Helix 11l der NC2a-Untereinheit, die die Helix
111 von Histon H2A fortsetzt ist durch einen Zylinder mit gestrichelter Linie gekennzeichnet. Die zusétzliche Helix
inNC2b, die die vierte Helix des H2B entspricht (Arents et al., 1991) ist als Helix IV bezeichnet. (B) Schematische
Darstellung von NC2-Untereinheiten aus Mensch und Hefe. Die Positionen der Histone-Fold-Doméne, der
sauren, basischen, Prolin-reichen (Pro) und Glutamin/Alanin-reichen (QA) Regionen sind angegeben.
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4.2. Funktiondle Analyse der humanen NC2-Untereinheiten in Hefe

Die starke Homologie zwischen NC2 aus Mensch und Hefe spricht dafir, dal3 S cerevisiae ds
Moddlorganismus fur die in vivo-Untersuchungen des hNC2 optima geeignet ig. Die
Charakteridgerung der hNC2-Untereinheiten in Hefe sollte Aufschlu? Uber die Struktur- und
Funktionsdoméane des Repressors geben, die in vivo essentidl and. Aul3erdem sollte dies einen
Einblick in den Mechaniamus der Transkriptionsrepression, der von der Hefe bis zum Mensch
konsarviert igt, ermdglichen.

4.2.1. Einfuhrung deshumanen NC2in Hefe durch Plasmid-Austausch

Mit Hilfe der "Plasmid-Augtausch’-Technik i es mdglich, fremde Plasmide in die Zdle
einzufiihren gegen die interne auszutauschen. Das Funktionsprinzip des Plasmid-Austausches it in
Abb. 5 schematisch dargestdllt. Als ersteswird ein haploider Stamm benétigt, in dem die genomische
Kopie des NC2-Gens (NC2a oder NC2b oder beiden) inaktiviert it Die Inaktivierung von Hefe-
NC2 (yNC2) erzidlte durch eine vollsténdige Deletion des codierenden Bereiches vom NC2-Gen.
Dieser Samm enthdt gleichzaitig eine Wil dtyp-Kopie des yNC2-Gens auf einem episomaen URA3-
Pasmid. In die haploide Zdlen mit chromosomaem Nulldle von yNC2 wird en zweites Plasmid
(mit LEU2 oder TRP1 ds Selektionsmarker), das eine Kopie von humanen NC2-Gen (hNC2)
enthdt, trandormiet. Daraufhin  wurden die Trandormanten auf en 5FOA-hdtiges
Wachgumsmedium trandferiert. In Anwesenheit von 5-FOA snd die Zdlen gezwungen auf das
URAS3-Plasmid zu verzichten, da das Genprodukt intaktes URA3-Gens, dem Substrat-Analogon 5-
FOA in Uracil-Stoffwechsd einbaut und in ein toxisches Zwischenprodukt umwandet. Auf 5-FOA-
Medien erhd8it man Zdlen, die die URA3-Plasmide nicht mehr bestzen. Dadurch wird das
urspriingliche Wildtyp-yNC2-Gen gegen das hNC2 ausgetauscht. Die hNC2a - und hNC2b-Gene
wurden in Hefe-Expressionsvektoren kloniert und auf diese Weise in die Hefezdlen eingefiinrt.

Fur die funktionelle Andyse der humanen NC2 in Hefe wurden die hNC2a - und hNC2b-Gene
in den Polylinker zwischen dem ADHZ1-Promotor und -Terminator der Hefe-Expressionsvektoren
kloniert und in die Zdlen co-transformiert. Dabel wurden hNC2a und hNC2a -Mutanten von CEN-
Vektoren (Abb. 6A) und die hNC2b und hNC2b-Mutanten von 2mPlasmiden (Abb. 6B)
exprimiert.
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Abb. 5: Schematische Darstellung des Experiments zum Plasmid-Austausch. Die Hefezellen sind durch Kreise
dargestellt. Der Plasmid-Austausch-Stamm (1), hat die genomische Kopie des NC2-Gens deletiert (DyNC2) und
enthélt eine Wildtypkopie des NC2-Gens (YNC2) auf episomaem URA3-Plamid. In diesen Stamm wird ein zweites
Plasmid, das eine Kopie des humanen NC2-Gens (hNC2) tragt, transformiert. Auf 5-FOA-Medium verlieren die
Transformanten (I1) dasURA3-Plasmid mit dem Wildtyp-yNC2, erhdlt man Zellen, die hNC2 enthalten (111).
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Abb. 6: Das CEN-Plasmid pMAC102 (A) und 2mPlasmid pR424-1 (B) (Xie et al., 2000) mit mutiplen
Klonierungsstellen (eingerahmt) zwischen dem ADH1-Promotor und -Terminator (3"-ADH1).
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4.2.2. Komplementation der essentiellen yNC2-Gene durch ihre humane Homologen

Um den molekularen Mechanismus der Transkriptionsrepresson durch NC2 in vivo zu
untersuchen, wurden zwel Plasmid-Augtausch-St@mmevon S cerevisiae verwendet (kongruiert in
der Arbeitsgruppe Martine Collart). Der Plasmid-Austausch-Stamm fir NC2a (MY 1784) oder
NC2b (MY1780) besitzt eine chromosomae Deetion im kompletten codierenden Bereich von
yNC2a oder yNC2b und die Wildtyp-yNC2a oder -yNC2b-Gene wird von einem CEN-Plasmid
mit URA3-Marker exprimiert (Lemaire et al., 2000).

Vorangegangene Experimente haben gezeigt, dal3 beide NC2-Untereinheiten essentiell fir das
vegetative Wachstum von S, cerevisiae sind (SJ.Kim et al., 1997; Prelich, 1997). Die Expresson
des hNC2b in Hefe komplementierte das YNC2b-Gens; die Komplementierung war aber nicht
vollgandig. Zdlen mit hNC2b wuchsen langsamer ds die Wildtyp-Zellen. Dagegen konnte hNC2a
nicht dasyNC2a ersetzen (SJKimet al., 1997).

Um diesen Aspekt zu Uberprifen, wurden hNC2a- oder hNC2b-Gene in Hefe-
Expressonsvektoren kloniert und in die Hefe eingefiihrt. Hefezdlen mit normadem Wachstum
konnten erhalten werden, wenn das ddetierte Alld des yNC2b durch das hNC2b-Gen auf einem
2mPlasmid oder das deletierte Alld desyNC2a durch dashNC2a auf eénem CEN-Plasmid ersetzt
wurde (Abb. 7B).

Zusammenfassend korrdiert das Ergebnis mit den publizierten Resultaten von Prelich (1997).
Beide NC2-Gene snd essentidl fir Hefewachstum. Im Widerspruch zu einem frilhen Bericht von
S.JKim et al., 1997, zeigen die Ergebnisse hier, dal3 hNC2a kombiniert mit \NC2b auch die in
vivo Funktion von NC2 Gbernehmen kann.

Um die Expresson der humanen NC2-Proteine in Hefe zu kontrollieren, wurde der Protein-
Rohextrakt aus dem hNC2a -Stamm prapariert und in einem Western-Blot mit einem monoklonaen
Antikorper gegen hNC2a getestet. Das hNC2a -Protein bel 30 kDa war detektierbar in Zelen, die
hNC2a auf episomaem Plasmid ds einzige NC2-Genkopie enthielten (Abb. 8, Spur 2). D.h. eine
Uberexpression von humanem NC2a war nur nach der FOA-Sdektion maglich (Abb. 8, vgl. Spur
3 und Spur 2).
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Abb. 7: Komplementation der Hefe-NC2-Gene mit ihren humanen Homologen. (A) Schematische Darstellung des
Plasmid-Austausch-Experiments am Beispiel NC2a. Die Genotypen der Hefestdmme auf Minimalmedium mit oder
ohne FOA (+FOA, -FOA) sind dargestellt, wobei das Hefe-Chromosom durch eine Linie und Plasmide mit
Kreisen symbolisiert sind. (B) Sowohl hNC2b a's auch hNC2a erlauben Wachstum von Hefe in Gegenwart der
zweiten NC2-Untereinheit aus Hefe. Zellen ausVerdinnungreihen (von links nach rechts) von Hefe, die yNC2a
bzw. yNC2b von einem URA3-Plasmid (yNC2a URA bzw. yNC2b URA), die hNC2a von einem CEN-Vektor
(hNC2a) bzw. hNC2b von einem 2mPlasmid (hNC2b) exprimiert, sind aufgetragen.
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Abb. 8 Nachweis der hNC2a-Expression in Hefen durch Western-Blot-Analyse mit einem Anti-hNC2a-
Antikorper. 40 ng Gesamtprotein-Rohextrakte wurden auf 15% SDS-Gele geladen und aufgetrennt. Die Genotypen
fr die Hefestdmme sind folgende: Wildtyp-Hefe (yWT) mit chrosomalem yNC2a-Gen; Stamm epi-yNC2a mit einer
chromosomalen NC2a-Deletion und einer episomalen Kopie von yNC2a; Stamm epi-(y+h)NC2a hat neben der
chromosomalen NC2a-Deletion jeweils eine episomale Kopie von yNC2a und hNC2a; Stamm epi-hNC2a hat eine
chromosomale NC2a-Deletion und eine episomale K opie von hNC2a. Uberexpression von hNC2a nach der FOA-
Selektion ist deutlich zu erkennen (Spur 2).

4.2.3. Eingrenzung der funktiondlen Doméanen der humanen NC2-Proteine in Hefe

Um die Doménen der humanen NC2-Proteine zu definieren, welche fir die konservierte in vivo-
Funktionen von NC2 erforderlich sind, wurde ein Hefestamm kongtruiert. Er besal3 eine Deletion an
beiden genomischen yNC2-Genen (yNC2a und yNC2b) auf Chromosom und exprimierte die
YNC2-Gene von einem enzigen URA3-Plasmid (MY 1791, Tabelle in Kapitd 2.9). Pasmid-
Austausch-Experimente mit diesem NC2-Nullstamm zeigten, dal die Expression der beiden hNC2-
Untereinheiten die Disruption der yNC2-Gene effektiv. komplementieren kann (Abb. 9). Dieser
Stamm wurde fir die Struktur-Funktionsanalyse von hNC2 in Hefe eingesetzt.

Verschiedene Deetionsmutanten in hNC2a und hNC2b wurden kongtruiert (Sehe Kapite
3.4.17) und in Hefe-Expressonsvektoren kloniert. Durch Plasmid-Austausch wurden se in
MY 1791 exprimiert. Folgende Resultaten sind erhalten worden (Abb. 9B): fur die NC2-Funktionen
in Hefe,

i) die Histone-Fold-Doménen beider humanen NC2-Untereinheiten sSind essentiell;

i) in Kombination mit Wildtyp-hNC2b, ist das Histone-Fold-Motiv in hNC2a ausreichend; die
ganze C-terminae Regionen werden nicht gebraucht;

iii) in Kombination mit Wildtyp-hNC2a, ist neben des Histone-Folds in hNC2b die C-terminde
saure Region (von Aminosauren 115-124) ebenfdls erforderlich (vgl. mit Abb. 4).
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Abb. 9: Analyse der Funktion von humanem NC2 im NC2-Nullstamm von Hefe. (A) Schematische Darstellung
des Verfahrens zum Austausch von Hefe-NC2- gegen humane NC2-Gene. (B) Deletionsanalyse der NC2a- und
NC2b-Derivate in Hefe. Zellen aus den Verdiinnungreihen (von links nach rechts) von Hefe, die verschiedene
Deletionsmutante von NC2 exprimiert, sind aufgetragen. Deletionskonstrukte sind schematisch dargestellt.
Histone-Fold-Domane, basische, saure, Prolin-reiche (Pro) und Glutamin/Alanin-reiche (QA) Regionen sind
gekennzeichnet. Die Konsequenzen der Deletionsmutanten auf das Hefewachstum werden mit "+" oder "-"
angegeben.
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4.3. Die Funktion der hNC2 in Hefeist konzentrationsabhéngig

In Kapitel 4.2. wurde gezeigt, dal3 die yNC2-Funktion in vivo durch die Expresson ihrer
humanen Partner in der Zdlle ersetzt werden konnte. Dabel wurde hNC2a von eéinem CEN-V ektor
und hNC2b von enem 2mPlasmid (10-30 Kopien pro haploide Zdlle) exprimiert. In Experimenten
mit hNC2b von einem CEN-Vektor, zeigte Hefe einen langsam wachsenden Phanotyp (hNC2b, in
Abb. 10), wéhrend Hefe mit htherer hNC2b-Konzentration normal wachsen konnten (hNC2by, in
Abb. 10). Eine Korrdlation zwischen der Protein-Konzentration und dem Expressionsvektor wurde
durch Western-Blot-Andyse von Gesamt-Proteinextrakten mit einem Anti-hNC2b-Antikorper
bestétigt (personliche Mittellung von M. Lemaire). Hohere hNC2a -K onzentrationen erreicht durch
Expresson von einem 2m Plasmid waren toxisch fir Hefe (Daten nicht gezeigt).

Daraus 18% dch schliefen, dald die Funktionen der hNC2-Untereinheiten in  Hefe
konzentrationsabhangig sind. Die Konzentration beider NC2-Untereinheiten wird in der Zelle streng
kontrolliert. Die NC2-Funktion zeigt von Mensch zu Hefe eine Spezies-Spezifitét: die in vivo-
Funktion von YNC2b kann nur durch eine Uberexpression des hNC2b vom 2mVektor ersetzt
werden, wahrend die yNC2a-Funktion durch sein humanes Homolog auf gleichem Niveau
komplementiert werden kann. Der Grund fur diese Spezies-Spezifitdt konnte sein, dal? das hNC2b-
Protein in Hefe weniger stabil ds dasyNC2b ist. Es mul3 deshab in ausreichender Menge exprimiert
werden, um den Mangd in der Proteingtabilitét zu kompensieren. NC2 ist ein starker Repressor, der
die Klasse II-Transkription vider Genen beanflussen kann (Meisterernst and Roeder, 1991,
Inostroza et al., 1992). Uberschilssiges NC2 (hNC2a) ruft tberwiegend die Repression
verschiedener Gene hervor und bringt dadurch die podtiven und negativen Kontrollen der
Genexpression aus dem Gleichgewicht, welches letztendlich toxisch auf die Zellen wirken kann.
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Abb. 10: Konzentrationsabhangige Funktion von hNC2b in Hefe. Zellen aus den Verdinnungreihen (von links
nach rechts) von Hefe, die kein NC2b (NC2bD), Hefe-NC2b (WT), hNC2b von einem CEN-Vektor (hNC2b,) bzw.
hNC2b von einem 2mPlasmid (hNC2by,) exprimiert, sind aufgetragen. Die Zellen zeigen ein normales Wachstum
mit hNC2by und langsames wachsenden mit hNC2Db, .

4.4, I solierung eines Suppressorsvon niedriger NC2b -K onzentration

4.4.1. Suppressor-Selektion von NC2b -Defizienz

Um diein vivo-Funktion von NC2 zu untersuchen und spezifisch funktionelle Partner fir NC2 zu
finden, es wurde eine Suppressor-Selektion vorgenommen. Hierfir wurde die Hefe-Zdlen eingesetz,
die hNC2b unterexprimiert haben (JY 20, Zdlen mit hANC2b ).

8 verschiedene Kolonien wurden in fliissgem Vollmedium (YPD) angeimpft, bet 30°C bis zur
exponentiellen oder sationéren Phase wachsen gelassen. Von diesen Fliissigkulturen wurden 107
Zdlen auf einer YPD-Platte ausplattiert. Nach 2-3 Tagen wurden Suppressoren isoliert. Zu diesem
Zeitpunkt sind die Kolonien des Ausgangsstamms (JY 20) noch unsichtbar. Diese Suppressoren
entstanden spontan aufgrund der niedrigen NC2b-Konzentration. Jeder Klon konnte aso eine
andere Mutation im Genom tragen. Aus dieser Sdektion wurden insgesamt 53 unabhéngige
Suppressor-Klone isoliert. Abb. 11 zeigt die Unterschiede in der Wachstumsrate zwischen dem
NC2b -defizienten Stamm (JY 20) und den Suppressoren (Supl - Sup?).
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Abb. 11: Vergleich des Wachstums von dem Hefestamm mit NC2b-Defizienz (JY 20) und Suppressor-M utanten
(Supl-Sup?7). Die Zellen wurden auf Y PD-Platten ausgestrichen und fir 3 Tage bei 30°C inkubiert.

4.4.2. |Isolierung einer Temperatur-sensitiven Mutante

Mutationen in Hefezdlen snd oft mit enem auffdligen Phénotyp verbunden, wie z.B.
Temperatursengtivitat, Nahrstoff-Auxotrophie, Klumpenbildung und Senstivitét gegen chemische
Substanzen. Die optimale Temperatur fir Hefewachstum liegt bel 30°C, se wachst aber in einem
Bereich von 10°C bis 37°C. Temperatur-sengitive {s) Mutante sind besonders gut fir genetische
Studien geeignet. Hier wurde deshdb auf die Temperatur-Sengtivitét untersucht. Dazu werden
enzelne Suppressoren parald auf drel Vollmedium-Platten ausgestrichen bei 30°C, 16°C bzw.
37°C inkubiert. Als pogitive Kontrolle diente der Wildtyp-Hefestamm (MY 1, Xie et al., 2000). Ein
Suppressor (MY 1802, Xie et al., 2000) erwies sich ds Kdte-sengtiv (bel 16°C). Er zeigte auch
leichte Warme-Sengitivitét bei 37°C (Abb. 12).
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Abb. 12: Eine Kéalte-sensitive Suppressor-Mutante. Verglichen werden Wachstum von Wildtyp-Hefe (WT) und
dem Suppressor (MY 1802) bei 16°C, 30°C und 37°C.

4.5, Genetische Charakterisierung des Temper atur-sensitiven Suppressor von NC2b

45.1 Der NC2b-Suppressor hat eine Punktmutation in Genom

Um die Mutationen in den Suppressoren zu identifizieren, mufde zuerst die Anzahl der Mutetionen
innerhab des Genoms bestimmt werden. Dazu wurde der Suppressor-Stamm (MY 1802, Mata) mit
dem Plasmid-Austausch-Stamm fur NC2b vom entgegengesetzten Paarungstyp (MY 1781, Mata,
Xie et al., 2000) gekreuzt. Zur Induktion der Sporulation wurden die diploiden Hefezdlen unter
Stickstoffmangd-Bedingungen inkubiert. Die freigesetzten Auscussporen, die ds Viererverbande
(Tetraden) vorliegen, wurden weiter andysert. Mit Hilfe eines Mikromanipulators wurden die
Sporen einzelner Tetraden auf bestimmte Stellen einer Wachsumsplatte gelegt, wobe dle vier
Sporen (S1 - $4) einer Tetrade (T1, T2 ... oder T7) in einer Reihe von oben bis unten zu finden
waren. Dadie Zdlen zweier Elterng@mme bel der Kreuzung zunéchst zu einer Zygote verschmel zen,
kann es in der nachfolgenden meiotischen Telung zur Generierung von Nachkommen mit neuer
genomischer  Zusammensgtzung  kommen.  Aufgrund  der  unterschiedlichen genomischen
Zusammensatzungen, unterscheiden sich die vier Sporen einer Tetrade in ihrer Wachstumsrate (Abb.
13A). Die Genotypen des véterlichen und mutterlichen Stamms aind in Tab. 11 zusammengestelIt.

Tabd I1: Genotyp des Suppressorstamms MY 1802 und seines Elternstamms mit entgegengesetztem Paarungstyp.

Sdmme Paarungstyp Genomische Zusammensetzung Referenz
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MY 1802 Mata ync2b::KAN pLEU2-hNC2b sup-mut Xieet al., 2000
MY 1781 Mata ync2b::KAN pURAS3-yNC2b Xieet al., 2000

Die Kreuzung dieser Elternstémme fihrt deshdb dazu, dal3 ale vier Sporen einer Tetrade die
Disruption des yNC2b-Gens besitzen und daher Kanamycin-resstent (G418) sind. Angenommen,
dald der Suppressor-Stamm MY 1802 eine einzige genomische Mutation aufweist, so werden in
diesem Tetradentest zwel Sporen einer Tetrade die Mutation erhdten, wahrend die anderen zwel
wildtyp bleiben.

Die Plasmide der Elternzdlen konnen prinzipidl auf dle Tochterzdlen vererbt werden. In
Abwesenheit von Sdektionsdruck kénnen sie aber auch im Lauf der Zdlteilungen verloren gehen. Da
dle Zdlen die genomische Deletion von yNC2b besitzen, sind die Zdlen auf das Vorkommen des
episomaen Plasmids mit NC2b angewiesen. Die Sporen, die weder das URA3-Plasmid mit yNC2b
noch das LEU2-Plasmid mit hNC2b bestzen, kénnen nicht wachsen (wie die Spore $4 von
Tetrade T1 und Spore S1, S2 von Tetrade T7 in Abb. 13A). Die An- oder Abwesenheit des
Pasmids wurde durch einen Wachstumstest auf sdektiven Medien Uberprift. Die Tetraden mit vier
Sporen (Tetrade T2, T3, T4 und T6) wurden weiter untersucht.

Hefezdlen, die eine unzureichende Menge an NC2b hatten, zeichnen sich durch einen langsam
wachsenden Phanotyp aus, wahrend die Suppressoren ein normales Wachstum aufwiesen. Die
unterschiedlichen Genotypen der Sporen einer Tetrade im Bezug auf das Vorkommen der
Suppressormutation wurden daher durch die Wachstumsunterschiede gekennzeichnet. Um die
Haufigkeit des Vorkommens von Suppressormutation in den Sporen einer Tetrade zu bestimmen,
wurden die Sporen in Vierergruppen auf FOA-Platten transferiert, um das URA3-Plasmid mit
yNC2b zu entfernen. Das Vorhandensain einer Wildtyp-Kopie von yNC2b kann ein normaes
Wachstum der Hefezellen unabhéngig von dem Vorkommen der Suppressormutation gewahrleisten.
Auf FOA-Platten ergaben ale kompletten Tetraden aus der Kreuzung vom Stamm MY 1802 und
MY1781 ein 2.2 Verhdtnis beziiglich der Wachdumgate (ein Beispid Tetrade ist in Abb. 13B
gezeigt). Dies bedeutet zugleich, dal3 der Suppressorsamm MY 1802 eine Punktmutation im Genom
bestzt.

Zusammenfassend wurde hier ein Suppressor identifiziert, der eine Punktmutation im Genom
aufwe s, welche zu einem Kdte-sengtiven Phanotyp bei 16°C fihrt.
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Abb. 13: Bestimmung der Anzahl von Mutationen im Suppressor MY 1802. (A) Tetradenanalyse des diploiden
Stamms aus der Kreuzung vom Stamm MY 1781 und MY 1802. Beide Stamme haben genomisches yNC2b deletiert
und tragen zusétzlich eine Kopie von NC2b auf eéinem URA3-Plasmid. Die vier Sporen (S1-$4) einer Tetrade (T1-
T7) unterscheiden sich in der Wachstumsrate. Sporen, die kein NC2 besitzen, kdnnen nicht wachsen (S4 aus T1;
S1und S2 aus T7). (B) Der Suppressor MY 1802 hat eine Punktmutation auf dem Chromosom. Die vier Sporen
einer Tetrade (S1 bis S4) wurden auf einer 5-FOA-Platte nebeneinander ausgestrichen und bei 30°C fir 3-4 Tagen
inkubiert. Das Verhaltnis von Sporen mit schneller Wachstumsrate (S2 und $4, Suppressormutation anwesend) zu
denen mit langsamer Wachstumsrate (S1 und S3, Suppressormutation abwesend) ist 2:2.

45.2. Die Punktmutation des Suppressor-Stammeslokalisert in Toal

Zur ldentifikation der Punktmutation in dem Suppressor mit Kdte-sensitivem Phanotyp wurde
der Suppressor-Stamm MY 1802 mit seinem Wildtyp-Elterngamm MY 4 (Tabdle in Kapite 2.9)
gekreuzt. Die diploiden Zdlen wurden zur Sporulation induziert, und die Tetraden andysert. Der
Samm MY4 trégt enen mutierten Genlokus fur his3, der durch das TRP1-Gen ersetzt war
(his3:: TRP1). Dader Suppressor MY 1802 den Genotyp HIS3'trpl” aufwies, war es zu erwarten,
dal? zwei Sporen einer Tetrade den Genotyp HIS3*trpl bekommen und zwei his3TRP1" besitzen.
Insgesamt wurden 32 Tetraden untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dal3 mit wenigen Ausnahmen (3
von 32 Tetraden) dle Tochterzellen, die die Suppressormutation besal3en, gleichzeitig HIS3-positiv
waren. Die Erkl&rung dafir konnte sein, dal3 der mutierte Lokus des Suppressors Sch in
unmittelbarer Néhe des HIS3-Gens befindet. Das HIS3-Gen befindet sch auf dem Hefe-
Chromosom XV. Etwa 20 kb entfernt davon liegt das TOA1-Gen. Das TOA1-Gen codiert fur die
grof3e Untereinheit von Hefe-THIIA (im Folgenden ds yTFIIA bezeichnet). Das Toal schien ein
vielversprechender Suppressor-Kandidat zu sein, da es in vitro mit NC2 um die Bindung an TBP
kompetitiert (Goppdlt et al., 1996).

Um diese Theorie zu Uberpriifen, wurde das TOA1-Gen aus dem Suppressor-Stamm tber PCR
amplifiziert. Dra unabhangige Klone wurden isoliert und sequenziert. Alle enthidten eine einzelne
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Punktmutation der Aminoséure Vdin in Pogtion 251. Der Austausch von Guanin zu Thymin andert
Vdin 251 zu der ebenfdls hydrophoben Aminosture Phenyldanin (V251F, oder toal-2 fir das
mutierte Gen).

Damit war die Suppressor-Mutation im TOA1-Gen auf dem Chromosom XV lokdigert.

4.5.3. Die Suppressormutation ersetzt die NC2b -Funktion in vivo

NC2a und NC2b snd essentidl fir das vegetative Wachsum von Hefe (SJ.Kim et al., 1997;
Prelich, 1997; Kapitel 4.2.2 dieser Arbeit). Deletion eines der beiden NC2-Gene wirkt letdl fir die
Hefe. Diesfirhte zu der Frage, ob NC2-Gene notwendig sind fir den Suppressorstamm. Tetraden-
Andyse aus der Kreuzung von Suppressorstamm MY 1802 und Wildtypstamm MY4 ligferte ein
interessantes Ergebnis; Sporen, die die Suppressormutation trugen aber kein NC2b-Gen konnte
norma wachsen. Sie waren G418-resistent und hatten einen Leu -Phénotyp (Daten nicht gezeigt).
Die G418-Resistenz sprach fir die genomische Disruption von NC2b, wahrend der Leu -Phénotyp
auf die Abwesenhelt des hNC2b -codierenden Plasmids mit LEU2-Marker zurtickzuftihren war.

Zur Begtétigung dieser Beobachtung wurde die toal-2 in einen Hefe-Expressionsvektor kloniert
(pML83, Xie et al., 2000) und mitteds Plasmid-Austausch gegen das Wildtyp-TOA1-Gen
ausgetauscht. Dadurch wurde der Stamm MLY 465 erhdten. Der Stamm MLY 465 (Mata) wurde
mit dem Hefestamm mit yNC2b-Defizienz (JY 20, Mata) gekreuzt. Bel der Tetradenanayse wurden
wachsende Sporen entdeckt, deren NC2b-Gene deletiert waren (G418-resstent) und in denen die
TOAL-Kopien durch mutierte toal-Gene ¢oal-2, auf pML83) ersetzt waren (MLY504). Diese
Zdlen verhidten sch wie der urspriingliche Suppressorstamm (Abb. 14).

Daraus |8 sch schlief3en, dal’ die Suppressormutation (V251F) in Toal das NC2b vollsténdig
ersetzt.
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Abb. 14: Die Suppressormutation ersetzt die NC2-Funktion in Hefe. Hefezellen verschiedener Stdmme wurden auf
Y PD-Platte ausgestrichen und fur 3 Tage bei 30°C inkubiert. Zellen, mit der Suppressormutation auf dem
Chromosom (MY 1802) oder auf dem Plasmid (MLY 465) zeigen dhnliches Wachstum wie der Wildtypstamm MY 1
(WT), und dies auch in Abwesenheit von NC2b-Gen (nc2?, MLY504). Zellen mit niedriger NC2b-Konzentration
(JY 20) wachsen extrem langsam. Genetische Zusammensetzung verschiedener Stdmme ist schematisch dargestellt.
Die Chromosomen sind durch Linien und Plasmide durch Kreise symbolisiert.

4.5.4. Die Suppressormutation ersetzt gleichzeitig NC2a und NC2b in Hefe

NC2 ig ein Dimer-Komplex aus NC2a - und NC2b-Untereinheiten (Goppelt et al., 1996). Es
gab aber auch Berichte Uber unabhangige Funktionen von NC2b (SJKim et al., 1997). Es sdlte
sich hier die Frage, ob die Suppressormutation V251F (toal-2) auch die NC2a-Funktion
beainflul®. Eine Antwort darauf lieferte die Tetradenanalyse des diploiden Stammes aus der
Kreuzung vom Suppressorsamm MY 1870 mit MY 1784 (Tabelle in Kapitd 2.9), welcher die
genomische Kopie von NC2a ddetiert hat. In der Tat konnten Ura (NC2a fehit) Kate-senstive
Sporen (in Anwesenheit der Suppressormutation) erhalten werden (MY 1903).

Dieses Reaultat liefd den Schiuld zu, dal3 in Anwesenheit der Suppressormutation toal-2, sowohl
das NC2b- ds auch das NC2a-Gen nicht mehr fir das normae Hefewachstum benétigt werden.
Es deutet zugleich auf eine Funktionsabhangigkelt der beiden NC2-Untereinheiten in vivo hin.
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4.6. Die Punktmutation des Suppressors liegt auf der Dimerisierungsoberflache von
yTFIA

Der Hefe-Transkriptionsfaktor 1A (YTHIA) ist zusammengesetzt aus zwel Untereinheiten, Toal
und Toa2, welche aus 286 Aminoséuren bzw. 122 Aminoséuren besteht. Beide Untereinheiten sind
essentidl fir das vegetative Wachsum von Hefe und erforderlich fir die Transaktivierung und
Komplexbildung mit TBP und DNA in vitro (Ranish and Hahn, 1991; Ranish et al., 1992). Die
funktionellen Doménen von yTHIA sind definiert worden (Kang et al., 1995). In Toal werden siein
den konservierten N- und C-terminalen Regionen festgelegt, wéhrend der zentrale nichtkonservierte
Bereich, der fast 60% des gesamten Proteins ausmacht, entbehrlich ist. Fir die Dimeriserung
zwischen Toal und Toa2 wird ein grol¥er Teil der konservierten Regionen beider Untereinheiten
bendtigt. In Toal sind se die Aminoséuren 1-54 und 241-286, in Toa2 die Aminoséuren 1-92 und
101-112. Es wird ein kompakter Komplex ausgebildet, der durch grol3¥lachige Wechsdwirkungen
gabilisert wird.

Die Rontgenkrigtalgtruktur von yTHIA im Komplex mit yTBP und DNA wurde aufgeklart
(Geiger et al., 1996; Tan et al., 1996). Dies eemdglichte die Bestimmung der Lage der Toal-
Mutation vom Suppressor im ternéren Komplex. Das Va251 liegt auf der Dimeriserungsoberfléche
von Toal (Abb. 15B), in unmittelbarer Néhe der TBP- und DNA-Interaktionsdoméne (Abb. 15A).
Diese Beobachtungen war der Ausgangspunkt fir eine eingehende biochemische Untersuchung der
Suppressor-Mutante in Toal.
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4.7.2 DieToal-Mutanteweist Defektein der TBP-DNA Komplexbildung vor

Va251 von Toal befindet sch in unmittdlbarer N&he der DNA-Bindungs- und TBP-
I nteraktionsoberflache (Abb. 15A). Der hydrophobe Austausch von Vdin zu Phenyldanin in der
Suppressor-Mutante kénnte daher mdglicherweise die Formation des ternéren Komlexes auf der
DNA beainflufZen.

Um diese Hypothese zu testen, wurden Komplexbildungen von yTHIA mit TBP und DNA in
Geshift-Experimente untersucht. Als DNA diente ein HIV-Core-Promotor-Fragment. Zunéchst
wurde bei konstanter Menge hTBP, die mt- und wt-yTFIIA titriert. Im Vergleich zu wt-yTHIA
bildete mt-y TFIIA weniger Protein-DNA-Komplexe aus und dies auch bel sétigenden Bedingungen
(Abb. 17, vergleiche Spuren 3 - 8 mit Spuren 9 - 14). Dieser Effekt war Uber einen weiten
Konzentrationsbereich des yTHIA von 1 ng bis 50 ng, unabhéngig von der TBP-K onzentration zu
sehen (Abb. 18, vergleiche Spuren 2 - 4 mit Spuren 5 - 7). Auch die DNA-Konzentration beeinfluf3
die Komplexbildung von mt-y THIA nicht (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 17: Effekte der Suppressormutation auf die Komplexbildung von yTFIIA mit TBP und DNA. In Gelshift-
Experimenten wurden rekombinantes gereinigtes hTBP, Wildtyp (wt)- und Mutante (mt)-yTFIIA eingesetzt. (A)
Bei einem Uberschuf3 von hTBP (30 ng) wurden wt- und mt-y TFIIA von 1, 2.5, 10, 25, 37.5 bis zu 50 ng titriert. (B)
Quantitative Darstellung der Komplex-Konzentration aus (A).
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Da die Suppressormutation aus Hefe isoliert worden war, stellte sich die Frage, ob die Toal-
Mutation sch in Gegenwart von yTBP &hnlich verhdt. Bindungsexperimente mit yTBP lieferten
ahnliche aber nicht identische Ergebnisse. Unter den gewahlten Bedingungen bindete yTBP dlein an
den Promotor (Abb. 18, Spur 16). yTFIIA interagierte mit TBP-DNA und bildete Komplexe aus,
die geringere Mohilitdt hatten ds das Promotor-Fragment (Abb. 18, vergleiche Spuren 8-10 mit
Spur 14). TBP-yTHIA-Komplexe waren nicht detektierbar wenn mt-yTFIIA eingesetzt wurde
(Abb. 18, vergleiche Spuren 8-10 mit Spuren 11-13).

h h h y y y
‘.‘.‘ ++
mt wt mt

<h.0.
hTBP-11A »

<yTBP-II1A
<yTBP

Abb. 18: Vergleich von humanen und Hefe-TBP (TBP, yTBP) im Gelshift-Experiment. Bel einer konstanten
Menge (2.5 ng) an wt- oder mt-yTFIIA wurden 5, 10 oder 20 ng von hTBP (h) oder yTBP (y) eingesetzt. yTBP
("++", 10 ng) bindet ohne yTFIIA an die Promotor-DNA (Spur 14); wt-yTFIIA bildet mit yTBP Komplex auf DNA
(yTBP-DNA, Spur 8-10); Komplexe aus mt-yTFIIA und yTBP (Spur 11-13) sind nicht vorhanden. Der yTFIIA-
TBP-DNA Komplex héherer Ordnung (h.0.) entsteht durch Bindung eines zweiten wt-yTFIIA-TBP-Komplexes an
die DNA.

V251F erzeugt danach einen spezifischen Defekt in der ternéren Komplex-Bildung mit TBP auf
Promotor. Unterschiede waren auch be séttigenden Konzentrationen von yTHIA sichtbar, was auf
einen komplizierten Prozel3 im Gegensaz zu enem smple Gleichgewicht zweier Partner schlief¥en
T
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4.7.3. Die Suppressor-Mutante unterstitzt die TBP-Bindung an die TATA-Box

Der Defekt von mt-yTFIIA in der TFIIA-TBP-Promotor-K omplexbildung wurde bereits durch
eine DNA-Bindungsanadyse demondtriert (Kapitel 4.7.2). Diese Ergebnise sollten in DNase |-
Footprinting-Experimenten Uberprift werden. In diesen Experimenten werden DNA-Bereiche, an
die Protein gebunden haben, vor Hydrolyse durch DNase | geschiitzt, und im denaturierenden
Polyacrylamidgel ds"Fenster” sichtbar gemacht.

Unter Bedingungen, bel denen yTBP an das Promotor-Fragment in Gelshift-Experiment bindet,
war auf dem nicht-codierenden Strang der HIV-1 Promotor-DNA kein geschitzter Bereich
detektierbar (Abb. 19A, Spur 3 versus Spur 2), stattdessen deutliche Abnahme der Intensitét im 5'-
Bereich der TATA-Box (Abb. 19A, vergleiche Spur 2 und Spur 3 im unteren Bereich). Nach
Zugabe von wt-yTHIA-Komplex zum Resktionsansatz war ein kompletter Schutz um TATA-Box
zu erkennen (Spur 4 und 5). Bindung an die TATA-Box erforderte TBP, wie die Kontrolle der
DNase |-Resktion mit yTFIIA zeigte (Spur 8-11). Uberraschenderweise wurden unter identischen
Bedingungen vergleichbare Effekte mit mt-y TFIIA beobachtet (Abb. 19A, vergleiche Spur 6, 7 mit
Spur 4, 5). Sowohl der wt- as auch der mt-yTHIA-Komplex waren in der Lage, die Bindung von
TBPandie TATA-Box auf der Promotor-DNA zu unterstiitzen. Bel Verwendung des codierenden
Strangs vom HIV-Promoator as Bindungsvorlage wurden vergleichbare Bindung an die TATA-Box
gemessen (Abb. 19C).

Unterschiedliches Verhdten von TBP aus Mensch und Hefe wurden in Bezug auf die terndre
Komplex-Bildung im Geshift-Experiment demondriert. hTBP und yTBP wurden ebenfdls in
Footprinting-Anaysen verglichen (Abb. 19B). Sowohl in Gegenwart von hTBP ds auch von yTBP
konnte mt-y TFIIA quantitativ an TBP auf der DNA assoziieren und einem effektiven Schutz um die
TATA-Box generieren (vergleiche Spur 4, 5 versus Spur 7, 8).
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Abb. 19: Analyse der Suppressor-Mutante im DNase |-Footprinting-Experiment. Die minimal geschiitzten Regionen auf der Promotor-DNA sind an der Maxam-Gilbert
A+G-Reaktion eingerahmt. Es wurde der nicht-codierende Strang eines 60 bp HIV-Promotor-Fragments (A, B) und der codierende Strang eines 90 bp HIV-Promotor-
Fragments (C) verwendet. Die Reaktionen enthielten 50 ng rekombinantes hTBP oder yTBP wenn die Spuren mit "+" markiert sind. (A) Titration des yTFIIA-Proteins
(IA): 10, 25 ng rekombinantes wt- und mt-yTFIIA wurden eingesetzt. (B) Vergleich von hTBP und yTBP im DNase I|-Footprint. Die Reaktion enthielt
25 ng wt- und mt-yTFIIA kombiniert mit hTBP (Spuren 4, 5) oder yTBP (Spuren 7, 8). Spuren 9, 10 zeigen Kontroll-Reaktionen ohne TBP. (C) Footprinting-Analyse
von yTFIIA-TBP-Komplexen auf dem codierenden Strang einesHIV-Promotors. Der Ansatz enthielt 10 ng wt- oder mt-yTFIIA (11A).
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DNase | ig ene ungezifische Endonuklease, die sch in der kleinen Furche des DNA-
Doppestrangs einlagert und ihn hydrolytisch abbaut. Da DNase | selbst ein 30 kDa grof3es Protein
i, kann esbel seinem Einsatiz im DNA-Footprinting zu sterischen Behinderungen mit den gleichzeitig
DNA-gebundenen Proteinen kommen. Um die Auflésung des Footprinting-Experiments zu erhéhen,
wurde eine "In-Gd-Footprinting”-Technik angewandt, die auf der Resktion von Phenanthrolin-
Kupfer lonen mit DNA berunt und die gerische Zwange nicht vorkommt. Bindungsresktionen
zwischen Proteinen und DNA wurden unter identischen Bedingungen wieim Gd-Shift durchgeftihrt.
Protein-DNA-Komplexe und die freie DNA-Probe wurden nach der eektrophoretischen
Auftrennung direkt im Gd mit Phenanthrolin-K upfer-Lésung behandelt. [OP],Cu’ diffundiert in das
Gd, lagert sich an den DNA-Strang an und baut ihn oxidativ ab. Da das [OP],Cu’-lon ein kleines
Molekil i, bleibt keine Region vor seinem Eingriff verschont, aul3er Se ist von Proteinen besetzt.
Die geschnittenen DNA-Fragmente der Protein-DNA-Komplexe und der freien DNA-Probe
werden dann aus dem Gel isoliert und mittels Polyacrylamidgelelektrophorese unter denaturienden
Bedingungen andysiert (technische Detalls Sehe Materid und Methoden).

Dennoch lieferte auch die Anwendung dieser Technik keine Unterschiede zwischen wt- und mt-
YTFIA (Abb. 20). Man beobachtet die Entstehung hypersengtiver Stelen in der Umgebung der
TATA-Box (mit Klammern gekennzeichnet) in Anwesenheit von wt- bzw. mt-yTHIA (Abb. 20,
vergleiche Spur 2, 3 mit Spur 4). Sichtbar war eine minima geschiitzte Region zwischen dem zweiten
und vierten Nukleotid der TATA-Box (gekennzeichnet mit Pfell, vergleiche Spur 2, 3 mit Spur 4).

Zusammenfassend zeigen diese Footprinting-Exprimente, dal3 mt- wie auch wt-yTFIIA die TBP-
Rekrutierung auf den Promotor unterstiitzt.
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Abb. 20: Phenanthrolin-K upfer-Footprint von wt- und mt-y TFIIA mit hTBP auf dem codierenden Strang eines 90
bp-HIV Core-Promotor-Fragments. 10 ng rekombinantes hTBP und 50 ng aktives wt- oder mt-yTFIIA wurden
eingesetzt. Die Bindungsreaktionen und die nachfolgende Auftrennung erfolgten unter Standard-Gelshift-
Bedingungen (siehe Material und Methoden). Die Bereiche mit hypersensitiven Stellen nach der Bindung von wt-
und mt-yTFIIA sind durch Klammern markiert und die geschiitzten Regionen sind mit Pfeilen bezeichnet. Die
Sequenzreaktion fir die Nukleotide A und G (A+G) wurde nach einer Modifikation des Maxam-Gilbert Protokolls
durchgefihrt.

Dieses Reaultat steht im Widerspruch zu Geshift-Experimenten, in denen mt- und wt-yTFIA
deutliche Unterschiede zeigten. Unterschiede zwischen wt- und mt-yTFIIA waren besonders
deutlich in Gegenwart von yTBP. Grundsétzlich trotz identischen Bedingungen war die Anzahl der
mt-y TFHIIA-TBP-DNA Komplexe im Gd-Shift wesentlich kleiner dsin Footprinting Experimenten,
in denen die meisten der DNA-Proben geschiitzt waren. Eine Erklarung dafir konnte sein, dald mt-
YTHIA zwar an TBP auf Promotor binden kann, aber weniger stabile Komplexe aushildet. Ein
groller Tel diesr ingabilen Komplexe konnten die Widersténde wéhrend der langen
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Elektrophorese (6 Stunden) beim Gd-Shift nicht Uberstehen und dissozierte auseinander von DNA.
Es blieb schlieldich en kleiner Anteil von Komplexen, der sch detektierbar waren. Eine Alternative
Erklérung wére, dad yTHIA nach der Bindung an TBP-DNA ene Konformationsanderung
unterzieht und von ingtabilen zu stabilen Komplexen isomerisert. Reduizerte Komplex-Konzentration
von mt-y TFIA mit TBP und DNA beruht auf einen Defekt in dieser Isomeriserung.

Nimmt man dle Aspekten im Betracht, so |&% dies die Annahme zu, dal3 die Mutation in Toal
den yTFIA so modifiziert, dald er die initide Bindung von TBP an Promotor unterstiitzt, aber
ingabileyTHIA-TBP-DNA Komplexe aushildet.

4.7.4. DieToal-Mutanteist defekt in der Anti-Repressonsfunktion in der Transkription

Eine wichtige offene Frage bestraf der Effekt der Suppressor-Mutante auf die Transkription und
die Inhibition von NC2. Die vorangegangenen Studien haben gezeigt, dal3 TBP und TFIIA zwischen
Mensch und Hefe ausgetauscht werden kénnen (Hahn et al., 1989). Da ein rekonstruiertes humanes
Transkriptionssystem beraits im Arbeitskrels etabliert und en vergleichbares Hefesystem nicht
vorhanden war, wurden die yTHIA-Komplexe im humanen in vitro-Transkriptionssystem getestet.

NC2 ig en effektiver Transkriptionsrepressor in einem gereinigten rekondruierten System, in
dem fast dle generele Faktoren (GTFs) rekombinant oder in hochstem Reinheitsgrad vorzufinden
snd. NC2 igt auch aktiv in einem groben Kernextrakt, vidleicht das physologischste in vitro-
System. Der grobe Kernextrekt enthdt aber den TFIID-Komplex, generdle Faktoren und
Cofaktoren wie TFIIA (Hansen et al., 1997; Brand et al., 1999). Um der Suppressor zu testen
mulde ein partidl gereinigtes System verwendet werden, welche kein TFIIA enthdt (Sehe Materid
und methoden). Dieses wurde mit rekombinantem TBP, NC2 und yTFIA komplementiert.
Transkribiert wurden Mode lpromotoren von dem HIV Core-Promotor (HIV) und dem Adenovirus
Major Late-Promotor (AdML). Transkribiert wurde eine G-freile Kassette in der Abwesenheit von
GTP. NC2 wirkt hier als ein starker Repressor der basdle Transkription auf beide Promotoren.
(Abb. 21, Spur 2 versus Spur 1). Durch Zugabe von wt-yTFIIA zu den Resktionsansétzen wurde
die NC2-abhangige Transkriptionsrepresson auf dem AdML-Promotor aufgehoben (Abb. 21,
vergleiche Spur 4 mit der Kontrolle in Spur 8) und die auf dem HIV-Promotor reduziert (Spur 3, 4
versus Spur 7, 8). Im Gegensatz dazu, war der mt-y THIA-Komplex vollig inaktiv in der Freisetzung
der NC2-Inhibition der basalen Transkription (Abb. 21, Spur 5, 6 versus Spur 9, 10). Gleiche
Resultate wurden auch mit yTBP erhdten (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 21: Analyse des Suppressors in der Transkription. Wildtyp-yTFIIA (Spuren 3, 4) aber nicht der Muante-
YTFIIA (Spuren 5, 6) revertiert die Transkriptionsinhibition durch das humane NC2 in vitro (Spur 3, 4 versus Spur
2; Spur 5, 6 versus Spur 2). Der HIV-1- (HIV) und AdML (MLD)-Core-Promotor wurden in einer partiell gereinigte
Transkriptionssystem transkribiert. In den Reaktionen wurden 70 ng hNC2, 7.5 ng aktives wt-yTFIIA bzw. mt-
YTFIIA eingesetzt.

Es wurde angenommen, dal3 der molekulare Mechanimus der inhibitorischen Aktivitét von NC2
auf einer Freisetzung von THIIA und THIIB von am Promotorgebundenen TBP beruht (Meisterernst
and Roeder, 1991; Goppdt et al., 1996; Mermegen et al., 1996). Tatsachlich wurde eine direkte
Kompetition zwischen THIA und NC2 in der TBP-Bindung in DNA-Bindungsexperimenten
beobachtet (Meisterernst and Roeder, 1991; Goppdt et al., 1996). Um zu Uberprifen, ob sch die
geschwéchte Anti-Repressonsfunktion von mt-yTHIA in einer geschwachten Kompetition in der
DNA-Bindung wiederspiegdt, wurde eine Kompetitionsanayse durchgefiihrt. Dazu wurden wt- und
mt-yTHIA zusammen mit TBP und DNA inkubiert, und ihre Bindung an TBP wurde mit wt- bzw.
enem mutierten NC2
(wt-, mt-NC2) kompetitiert (Abb. 22). Mutierte NC2 enthidlt hier verklrztes NC2b (bmt), welches
C-termind von der Histone-Fold Dimeriserungsdoméne fehlt. Unter gewahlten Bedingungen zeigte
mt-NC2 geschwéchte Komplexbildung mit TBP-DNA (Abb. 22, vergleiche Spur 5, 6 mit Spur 3,
4). Mutierte NC2 war nicht in der Lage, mit wt-yTFIIA (wt-11A) um die TBP-Bindung zu
kompetitieren (Spur 9, 10), war aber féhig, dem mt-yTFIA (mt-11A) entgegen zu wirken (Spur 14,
15). Diese Ergebnisse deutet auf einen Gleichgewichtszustand zwischen NC2 und THIA: Das
Abschwéchen der NC2-Funktion durch Konzentrationsminderung 168 spontan eine gleichzeitige
Schwéchung der THIA-Funktion in der Zdle aus, womit die inhibitorische Wirkung von NC2 und
die aktivierende Funktion von THIA auf die Transkription wieder ausgeglichen werden konnen.

Zusammengefdd lassen die in den vorherigen Kapiteln dargestditen Experimente die
Schiu¥olgerung zu, dald der mt-yTHIA-Komplex vom Suppressor im NC2-Anti-repressions-
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prozess eiminiert wurde und sein Potentid zur Formation eines stabilen Komplexes mit TBP auf
DNA reduziert war.

mt-lA - - - - - - - - - - + + + + +
wt-lhA -+ - - - - 4+ + + + - - - - -
mt-NC2- - - - el . eomdll . - - el
wt-NC2- - el . —emdl . . . eeaml .

. ‘ * wbed @B 1<«TOATBP
d ' W encTEP

< free DNA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

bwt [ ] |
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Histone fold

Abb. 22: Kompetition von yTFIIA und NC2 bel der Komplexbildung mit TBP auf DNA. Rekombinantes und
gereinigtes hTBP (10 ng), wt-, mt-yTFIIA (25 ng aktive Proteine) und wt- bzw. mt-NC2 (14, 70 ng) wurden
eingesetzt. Mutiertes NC2 hat ein verkirztes NC2b (bmt), welches alein die Histone-Fold-Doméne enthalt
(schematisch dargestellt im unteren Teil des Bildes). mt-NC2, das schwécher an TBP-DNA bindet (vergleiche
Spuren 5,6 mit 3, 4) ist nicht in der Lage mit wt-yTFIIA (wt-11A) zu kompetitierenn (Spuren 9,10) aber mit mt-
YTFIA (mt-11A, Spur 14, 15).
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4.8. Gezielte Mutagenese von hNC2 und Analysein vitro und in vivo

Die Primarstruktur von NC2 ist von Hefe bis zu Mensch hochkonserviert (diskutiert in Kapitel
4.1). Sgnifikente Homologie wurde zwischen NC2, den Untereinheiten des CBF-Proteins und den
Histonen H2A und H2B beobachtet. Die ausgeprégteste Homologie findet sch in den N-terminalen
Histone-Fold-Domanen von NC2a und NC2b (Goppelt et al., 1996; Goppelt and Mesterernst,
1996). V orangegangene Struktur-Funktionsanaysen haben gezeigt, dal3 die Histone-Fold-Doménen
beider NC2-Untereinheiten und eine kurze C-terminale Region von NC2b fir die NC2-Funktion in
vitro und in vivo notwendig sind (Inostroza et al., 1992; Goppelt et al., 1996; Yeung et al., 1994,
1997; SJKimet al., 1997 und Kapitel 4.2.3 dieser Arbeit).

Um die Funktionseigenschaften des NC2-Repressors welter zu  untersuchen, wurden
Mutagenese-Studien mit Hilfe des Plasmid-Augtauschsystems in Hefe durchgeftinrt. Mutationen
wurden sowohl in die Histone-Fold-Doménen beider Untereinheiten ds auch in die essentielle C-
terminae Region von hNC2b eingefiigt. Die Mutanten, die ihre Funktion in der Hefe-Zélle verloren
hatten, wurden welterfiihrend biochemisch charakterisert.

4.8.1. Konstruktion von Punkmutanten in NC2a und NCb

Histone-Fold-Domanen sind strukturell weitgehend charakterisiert. So wurde die Rontgenstruktur
der Hisoneim Nukleosom aufgekléart (Arents et al., 1991; Luger et al., 1997). Die Histone-Fold-
Doménen dler vier Core-Histon-Proteine weisen ein hochkonserviertes Strukturmotiv auf: es besteht
ausdrel a-Hdices, diemit zwel b-Schleifen verbunden sind. Im H2A-H2B-Histonpaar interagieren
die zwel Histone-Fold-Doménen so, dald ihre zentrden Hdices sch Uberkreuzen und en
"Handschlag*-Motiv aushilden (Abb. 24A, Pruss et al., 1995; Luger et al., 1997). Konservierung
der Primérstruktur von NC2 zu Histonen deutet auf eine verwandte Struktur. So sind insbesondere
die Aminosiuren in der Histone-Fold-Doménen hochkonserviert, die in der Stabiliserung des
Histondimers involviert snd. Aufgrund dieser Annahme wurde die Struktur des H2A-H2B-Dimers
ds ein Moddl fur NC2 herangezogen. Eine Projektion der NC2-Untereinheiten in diese Struktur
erlaubt eine Vorhersage der Funktion einzelner Aminosguren.

In Abb. 23 werden die wichtigsten Aminosduren-Positionen innerhab der Histone-Fold-Doméne
von H2A und H2B wiedergegeben. Die Oberflachen-Aminosduren und die Aminosauren, die bel
der H2A-H2B-Heterodimeriserung involviert sind, werden markiert (Abb. 23, H2A, H2B). Der
NC2-Repressor ist ein Heterodimer-Komplex aus NC2a und NC2b . Beide Untereinheiten sind fur
die Transkriptionsrepression und fir die TBP-Bindung
erforderlich. Es war deshalb zunéchst von Interesse, die Dimeriserungsdomane innerhab des NC2-
Komplexes zu definieren.
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Die Interaktionen zwischen den Histone-Fold-Doméanen sind hauptsachlich  hydrophobe
Wechsdwirkungen. Wichtig fur die Dimeriderung ist die zentrde a-Helix Helix I1) des 'Histone-
Folds'. Aus diessm Grund wurden die Mutanten DE24,25GN, FL4546LT in hNC2a und die
Mutante VCC39,42,43MFV in hNC2b kongruiert (Abb. 23 und Tab. IllI). Die sauren
Aminoséuren DE in Positionen 24 und 25 von hNC2a sind bei dlen Mitgliedern der NC2a -Gruppe
konserviert aul¥er bei Histon H2A, wobel se ungeladene GN sind (vgl. Abb. 3A in Einleitung). Das
Glycin an dieser Stelle in H2A kontaktiert das H2B im H2A-H2B-Heterodimer (Abb. 23A). Um
die Dimeriserungsoberfléche der NC2-Untereinheiten zu identifizieren wurde die DE24,25 von
hNC2a zu GN wie in H2A mutiert (DE24,25GN). Ebenso ist das Phenyldanin (F) in der Postion
45 von hNC2a bei den NC2a-Mitgliedern bis auf das Histon H2A konserviert, wahrend die
Aminoséuren in der Pogtion 46 bel dlen homolog sind. Es handdt sch entweder um Leucin in
hNC2a oder IsoleucininyNC2a, CBF-C und HAP5 (Abb. 3A). Die FL45,46 befinden sich in der
Mitte der Helix 11 von hNC2a, wo sch die zentrden Hdices beider Untereinheiten Ubereinander
kreuzen (Abb. 24B). Die Aminosiuren an diesen Pogdtionen in H2A snd LT (fir Leudn und
Theronin). Se snd wichtig fir die Dimeriserung von H2A-H2B (Abb. 23). Anhand diesen
Uberlegungen wurde die Dimerisierungsmutante FL45,46L T von hNC2a generiert.
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Abb. 23: Konstruktion von Punktmutanten in hNC2a (A) und hNC2b (B) innerhalb der essentiellen Regionen.
Die Mutationsstrategie wurde anhand des Aminosaurensequenz-V ergleichs zwischen den hNC2-Untereinheiten,
den Histon-Proteinen H2A, H2B und den CBF-Untereinheiten (CBF-C, -A) sowie der Kristallstruktur des H2A-
H2B-Dimers in Nukleosom festgelegt. Verschiedene Mutanten sind eingerahmt. Die Positionen der drei Helices,
die den Histone-Fold bilden, bzw. die vierte Helix von H2B (Helix 1V) sind mit durchgezogenen Linien angegeben
(nach Luger et al ., 1997).

Untersucht man die Lage der FL4546 von hNC2a im Strukturmoddl, so wurden die
hydrophoben Aminosauren VCC39,42,43 in hNC2b identifiziert. VCC39,42,43 von hNC2b liegt
exakt auf der Oberflache gegentiber FL45,46 und beiden zeigen sich nach Innen des Proteins (Abb.
24B). Diese VCC dnd zwischen den NC2b-Homologen tellweise konserviert (Abb. 3A). Die
Aminosiuren von H2B an diesen Pogtionen (MFV) snd in der H2A-H2B-Dimeriserung involviert
(Abb. 23A). So wurden eine weitere Dimeriserungsmutante kongtruiert. VCC39,42,43 wurde
entweder zu den Aminosduren MFV wiein Histon H2B oder zu Alanin (AAA) mutiert (Tab. 111).
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Die schattierten Pogtionen innerhab der Sequenzen von H2A und H2B in Abb. 24 bezeichnen
die Aminosduren, die an der Proteinoberflache liegen. Oberfléchen-Aminoséuren sind gute
Kandidaten fur die Interaktion mit Funktionspartner. Das Alanin in der Postion 33 in hNC2a ig
eine Oberflache-Aminoséure, die ausschliefdich bei Mensch und Hefe konserviert (Abb. 3A). Es
waére desha b moglich, dal? dieses Alanin in spezifischen Funktionen von NC2, wie in der Bindung an
TBP oder dem spezifischen Kontakt zur DNA eine Rolle spidlt. So wurde das Alanin33 zu Glutamat
mutiert (A33E), wodurch gleichzeitig eine lokae negative Ladung zugeflgt ist. Dagegen scheint die
negetive Ladung in der Position 37 von hNC2b wichtig zu sain, da se in NC2b aus Mensch und
Hefe, in CBF-A und seinem Hefe-Homolog HAP3 as Glutamat (E) und in NC2b von C. elegans
ds Aspartat (D) vorkommt (Abb. 3A). Um die mdgliche Funktion der negativen Ladung an dieser
Stele zu untersuchen, wurde die Mutation E37G in hNC2b engeflgt.

Die funktionelle Doméne von TBP wurdein seiner konservierten C-terminden Region identifiziert
(Hernandez, N. 1993; Burley and Roeder, 1996). Sie besteht aus zwei sich direkt wiederholende
Abfolgen, die durch eine Sequenz reichlich an basischen Aminosauren verbunden sind (Hoffmann et
al., 1990). Die Rontgenstruktur-Andyse hat gezeigt, dal3 die hochkonservierte Doméne von TBP
ene pseudosymmetrische sattel férmige Struktur aushildet, wobel die grofe Konvexe Oberfléche aus
Helices dieser basschen Doméne besteht (JL.Kim et al., 1993; Nikolov and Burley, 1994;
Nikolov et al., 1995). Die basischen Aminoséuren (Lysine) in den Helices des yTBP wurden ds
Interaktionspartner fir TFIIA, NC2b, CBF-A und CBF-C beschrieben (T.K.Kim et al., 1995;
Bdlorini et al., 1997). Als gute Kandidaten fir die TBP-Bindung wurden daher die negativ
geladenen Aminosauren in NC2 angesehen. Die Glutamat-Reste innerhalb der essentiellen Regionen
von hNC2b wurden paarweise ausgewahit, EE56,69 und EE76,89. Diese Glutamate-Resten sind
zwischen den NC2b-Homologen teilweise konserviert und befinden sich auf der Proteinoberfléche
(Tab. 111 und Abb. 24C). So wurden die sauren Aminosauren Glutamat durch bassche Arginin
ersetzt (EE56,69RR und EE76,89RR), wodurch das Ladungsverhdtnis dieser Region umgekehrt ist.

Der Transkriptionsfaktor CBF ist ein DNA-bindendes Heterotrimer-Protein aus CBF-A, CBF-B
und CBF-C (Coustry et al., 1996; Snhaet al., 1995, 96; Bdlorini et al., 1997). Die CBF-A- und
CBF-C-Untereinheit beinhdten ein  Histone-Fold-8hnliches Motiv. Hingchtlich des Histone-Fold-
Motivs ist NC2 besonders eng mit CBF-Proteinen verwandt. Die Heterodimeriserung von CBF-A
und CBF-C Uber Histone-Fold-Doménen it die V oraussetzung fir die Trimeriserung mit der dritten
Untereinheit, CBF-B, und fir die Bindung an DNA (.SKim et al., 1996; Snha et al., 1996;
Bdlorini et al., 19974). In diesem Zusammenhang smuliert das CBF-B die Rolle des TBP in NC2-
Kontext. Ohne den dritten Partner (TBP oder CBF-B) kann weder NC2 (Goppelt et al., 1996;
Gadboriset al., 1997; SJKim et al., 1997; Preich, 1997) noch der CBF-A/-C-Dimer-Komplex
(Snhaet al., 1995; Bdlorini et al., 1997a) stabil an DNA binden.
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Es konnte funktiondle Clugter innerhadb der CBF-Untereinheiten identifiziert werden @nha et
al., 1996; 1.S.Kim et al., 1996). So wurden zwei Punktmutanten (E92, S99) in der konservierten
Region des CBF-A (homolog zu NC2b) beschrieben, die intakte CBF-A/-C-Dimer aushildeten,
waren gber nicht in der Lage an CBF-B (&guivaent zu TBP fir NC2) und DNA zu binden. Die
Aminoséuren dieser Position sind zwischen den CBF-A und NC2b konserviert und befinden sich
auf der Proteinoberflache (Abb. 23B und Abb. 24C). So wurden zwei hNC2b-Mutanten (E45K
und S52R) zur Analyse der TBp- und DNA-Bindung von NC2 konstruiert (Abb. 24 und Tab. I11).

Eine weitere Mutante P60R wurde in NC2b-Homolog CBF-A charakterisert @nha et al.,
1996). Die CBF-A-P60R zeigte intakte Funktion in der Komplexformation mit CBF-C- und CBF-
B, verlor aber ihre Aktivitét in der DNA-Bindung. Dieses Prolin ist in dlen Mitgliedern des NC2b
konserviert. So wurde das Prolin in der Position 14 von hNC2b zu Arginin mutiert, wodurch eine
Kandidat fur die DNA-bindung von NC2 entstand (P14R) (Tab. I11). Aus gleicher Uberlegung
wurde die Mutante K20P in hNC2b (homolog zu R66P von CBF-A) kongtruiert.

4.8.2. Untersuchung der NC2-Punktmutanten in Hefe

Die NC2-Punktmutanten wurden mittels des Mutagenese-Verfahrens nach Kunke (Kapitel
34.17.2 in Materid und Methoden) kongtruiert und in Hefe-Expressionsvektoren kloniert. Die
Pasmide diessr NC2-Mutanten wurden jewels zusammen mit denen ihrer  Wildtyp-
Dimeriserungspartner in MY 1791 co-transformiert. Die Transformanten wurden auf FOA-hatigem
Medium angezogen, um auf die Zdlen zu sdlektionieren, die die Wildtyp-Kopien von yNC2 verloren
hatten. Die Effekte der Mutationen fir NC2 in vivo wurden anhand ihrer Auswirkungen auf das
Hefewachstum gemessen. Die Ergebnisse snd in Tab. 111 zusammengefald.
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konserviert in Funktionin Hefe-
Mutant utiert . Wachst
wente Y CBF Hza@) | A Histon CBF acnstim
hNC2a | DE2425GN | + H2A Dimerisierung -
A33E + CBF-C Oberfléache -
FL4546LT |+ + H2A Dimerisierung -
hNC2b P14R + o+ +Ladung DNA-Bindung +
zugefigt
K20P + 4+ + ungeladen Oberflache DNA-Bindung +
E37G + o+ H2B Oberfléache +
E45K + 4+ Ladung von Oberflache DNA-, -
-Zu+ CBF-A/B-Bindung
SH2R + o+ +Ladung Oberflache DNA-, -
zugeflgt CBF-A/B-Bindung
EES669RR | + + Ladung von Oberflache -
-Zu+
EE7689RR | + + Ladung von Oberflache -
-Zu+
VCC394243 | + + H2B Dimerisierung +
MR/
VCC304243 [ + + Alanin Dimerisierung +
AAA
Tab. Ill: Konstruktion und in vivo-Charakterisierung der Punktmutanten des humanen NC2a und NC2b. Die

Bezeichnungen der NC2-Mutanten sind in Abb. 23 dargestellt. Die Konservierung der mutierten Positionen
zwischen NC2-Untereinheiten aus Mensch und Hefe, den Histonen H2A und H2B sowie den CBF-Proteinen sind
mit "+" angegeben. Die Funktionen der &quivalenten Aminosduren mutierter Positionen in Histonen bzw. CBF
Proteinen sind zusammengefaldt. Die Auswirkungen der Punktmutanten auf das Hefewachstum werden mit "+"
(Wachstum) oder "-" (Tot) angegeben.

4.8.3. Invitro-Charakteriserung der NC2-Mutanten

Die NC2-Mutanten a A33E, a DE24,25GN, aFL45,46L T und bE45K, b S52R, b EE56,69RR
und bEE76,89RR zegten vollgéndige Verluste in ihrer Funktionen in vivo. Um die molekulare
Ursache diessr fehlenden Funktionen festzugtdlen, wurden de welterhin in biochemischen
Untersuchungen eingesetzt. Rekombinante Proteine dieser Mutanten wurden in E. coli exprimiert
und nativ gereinigt (Sehe Materid und Methoden).

4.8.3.1. Analyseder NC2-Punktmutanten in der Transkription

Die NC2-Punktmutanten wurden in der in vitro-Transkription getestet. Die
Transkriptiongresktion wurde zunéchgt in einem gereinigten System  durchgefuhrt. Dieses
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System wurde mit rekombinanten und gereinigten TBP und THIB sowie den restlichen Faktoren aus
hochgereinigter Phosphocedllulose 0.5 M KCl-Fraktion von Hela-Kernextrakten rekonstruiert.
Andysert wurde die basde Transkription des HIV- und AdML-Promotors. Die Transkription
beider Promotoren wurde bei hoher Konzentration an Wildtyp-NC2 vollsténdig reprimiert (Abb.
25A, Spur 3 versus Spur 1). Einige Mutanten verloren telweise ihre Aktivitdt in der
Transkriptionsrepression (Abb. 25A, Spur 5, 7, 9 versus Spur 1). Die Mutanten a A33E,
b EE5S6,69RR und bEE76,89RR zeigten keinen Verlugt ihrer Repressorfunktion (Abb. 25A, Spur
11 versus Spur 1 und Daten nicht gezeigt). Auch die Transkriptionsanayse mit enem tellweise
gereinigten, physiologischeren Systemn aus Phosphocel lulose-Fraktionen von humanen Kernextrakten
lieferte 8hnliche Ergebnisse (Abb. 25B, Spur 3, 5, 7 und 9 versus Spur 1 und 10).

HY > - .

- -
MLL-»“ .-"'
I -

GN
a/bSE2R  aDE24,25/b aA33E/b

HIV o oy g

—
MLL = o

e e

Abb. 25: Analyse der NC2-Punktmutanten in der in vitro-Transkription. Die Abkirzungen tber den einzelnen
Spuren stehen fur die Kombinationen von NC2a- und NC2b-Untereinheiten @/b). Es wurden 14 und 70 ng
rekombinante und gereinigte NC2-Proteine eingesetzt. Die basale Transkription des HIV-1- (HIV) und des AdML-
Promotors (MLD) wurdein gereinigter (A) und grober Fraktion vom Kernextrakt (B) untersucht.
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4.8.3.2. Analyseder NC2-Mutanten in TBP- und DNA-Bindungsexperimenten

NC2a und NC2b bilden debile Komplexe mit TBP auf der DNA aus (Goppdt and
Meigterernst, 1996; Goppet et al., 1996). Die NC2-Mutanten wurden in DNA-
Bindungsexperimenten (EMSAs) mit enem 60 bp Oligonukleotid aus dem HIV-Promotor
untersucht. Die Ergebnisse sind in Tab. 1V zusammengefald.

In Abbildung 29A snd die Effekte der Mutanten bE45K und bS52R auf die terndre
Komplexbildung zusammen mit TBP und DNA dargestdit. Sowohl die Mutante bE45K as auch
b S52R zeigten verminderte Aktivitét bezliglich der TBP-Bindung (Abb. 26A, Spur 4-7 versus Spur
2, 3). Durch Zusatz von vierfacher Menge an TBP konnte der Defekt der Mutante b E45K teilweise
kompensiert werden, wohingegen der Defekt von Mutante bS52R wenig beeinflussen lief3
(vergleiche Spur 9, 10 mit Spur 8). Die Zugabe grof3er Mengen an ungpezifischer Kompetitor-DNA
(500 ng, 200-fachen UberschuR zum markierten 60 bp-Oligonukleotid) reduzierte die gesamte
Anzahl von Protein-Komplexen auf der DNA zeigte aber kaum Einfluld auf die Unterschiede
zwischen wt- und mt-NC2 (Abb. 26, Spur 11-13). Diese Ergebnisse der Mutanten b E45K und
b S52R korrdieren gut zu denen Transkriptionsandysen. Man kann daraus schlief3en, dal? Defekte
beider Mutanten in der Transkriptionsrepression auf Unterschiede in der terndren Komplexbildung
beruhen.

NC2 bindet an DNA auch in Abwesenheit von TBP (Goppelt et al., 1996). Die physologische
Bedeutung der direkten NC2-DNA-Bindung sowie die Erkennungssequenz auf der Promotor-DNA
snd noch nicht aufgeklart. Die NC2-Mutanten wurden in eénem DNA-Bindungsexperiment ohne
Zusatz von TBP getestet. Das Wildtyp-NC2 sowie die Mutante a DE24,25 binden in Abwesenheit
von TBP effektiv an die Promotor-DNA (Abb. 26B, Spur 2 und 8). Dagegen konnten die Mutanten
b S52R, b E45K und a A33E nicht stabil an die DNA binden (Spur 4, 6 und 10 versus Spur 2). Hier
war wiederum der Effekt bei der Mutante b S52R am starksten ausgeprégt (Abb. 26B, vergleiche

Spur 4 mit Spur 2).



110 Ergebnisse

A
40ng 10 ng hTBP
10ng hTBP hTBP 500 ng pdGdC
NC2abE45K - - - - - 14700 - - 7 - - 70
NC2abS52R - - - 14 70 - - - 70 - - 70 -
NC2wt - 14 70 - - - - 70 - - n - -

e ) W ——

[ S

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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NC2

e ol

NC2-DNA$ v =

freie DNA 9

Abb. 26: Analyse der NC2-Mutanten in DNA-Bindungsexperimenten in Anwesenheit (A) oder Abwesenheit (B)
von TBP. Der Versuchsansatz enthielt ein 60 bp markiertes HIV-Promotor-Oligonukleotid. Die Positionen des
NC2-TBP-Promotor-Komplexes (NC2-TBP), des NC2-Promotor-Komplexes (NC2-DNA) und der freien DNA sind
angegeben. Die Reaktionen enthielten die Standardkonzentration an NC2 oder NC2-Mutanten (14, 70 ng). (A) Die
Reaktionen wurden mit unterschiedlicher Menge an hTBP (wie angegeben) durchgefihrt. Die Spuren 11-13

enthielten aulBerdem 500 ng unspezifische DNA (dGdC). (B) Bindungsexperiment von NC2-Mutanten in
Abwesenheit von TBP.
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Die Ergebnisse der Mutagenese-Studien aus den bisher beschriebenen Versuchen sindin Tab. IV
zusammengefal®. Neben dem Verlust der in vivo-Funktionen korrelieren die Mutanten auch in ihrer
in vitro-Aktivitét, der Transkriptionsrepression, ternéren Komplexformation mit TBP und DNA,
sowie in der direkten DNA-Bindung in Abwesenheit vom TBP. Die Mutante b S52R erschien
besonders interessant, dasiein alen Funktionen des NC2 deutlich beeintréchtigt war.

Repression Komplexbildung mit

Mutante in gereinigtem System TBP-DNA DNA
aFL4546L.T n.d. 1 n.d.
aDE24,25GN 15* 1 1
aA33E 1 1 5
bE45K 25 2 5
bS52R 5 5 10 |
bEES6,69RR 1 1 n.d
bEE76,89RR 1 1 n.d

*Die Zahlen ergeben den Quotienten der Aktivitéten (Repression und Komplexbildung) von
Wildtyp- und jeweiliger M utante an.

Tab. IV: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den in vitro Analysen der NC2-Punktmutanten. Die
verbleibenden Aktivitéten verschiedener Mutanten sind durch Unterschiede zum wt-NC2 ausgedruckt. Die
Zahlen geben den Quotienten der Funktionen (Repression oder Komplexbildung) von Wildtyp und jeweiliger
Mutanten an. " n.d." steht hier fur "Daten nicht vorhanden".
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4.8.4. Funktiondle Untersuchung der NC2b -M utante S52R

Aufgrund ihrer deutlichen Defekte in alen NC2-Funktionen, wurde die Mutante b S52R genauer
Charakterigert.

4.8.4.1. Untersuchungder b S52R-Mutanteim Struktur-Modell fur NC2

Die Konservierung der Primérstruktur in der Histone-Fold-Domanen von NC2 und den Histonen
H2A und H2B ermdglichte eine Projektion von NC2-Punktmutationen im Strukturmodell und eine
Vorhersage der Funktion einzelner Aminosauren. Die Dimeriserung der Histone H2A und H2B
basiert hauptsachlich auf hydrophobe Wechsgwirkungen zwischen den N-terminalen Histone-Fold-
Doménen. Die C-terminde Region insbesondere die vierte Hdix Helix 1V), welche direkt an das
Histone-Fold-Motiv von H2B angrenzt, stabilisert die gesamte Dimer-Struktur. Weiterhin wird das
H2A-H2B-Heterodimer durch Kontakte zur DNA stabilisiert (Arents et al., 1991; Luger et al.,
1997). Die Aminosauren-Sequenz der Hdlix 1V it zwischen NC2b und H2B konserviert.

Das Serin52 von hNC2b wurde im Struktur der Histone H2A-H2B néher betrachtet. Das Ser52
liegt auf der Oberfléche von Protein, welche sich auf der Gegensaite der vierten Helix von NC2b
befindet (Abb. 27). Man konnte spekulieren, dald Ser52 zusammen mit Glud5 auf der
Proteinoberfléche liegen, die flr die TBP-Interaktion wichtig ist. Dieser Aspekt und die Funktion des
Ser52 in DNA-Kontakt wurden im Folgenden untersucht.
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Abb. 27: Mdgliche Lage des Serin52 von NC2b in Anlehnung an die H2A-H2B-Struktur. (A) Die Histone-Fold-
Domanen von NC2a (blau) und NC2b (gelb) interagieren sich Uber Kreuzung der zentralen a-Helix @2) welche
jeweils von zwei kurzen Helices (al und a3) flankiert ist. Das C-terminale Ende von NC2b und das N-terminae
Ende von NC2a sind angezeichnet. Serin52 (S52) (rot) liegt innerhalb der zentralen Helix (@2) von NC2b und kurz
vor dem Ubergang zu Hdix 111 (a3). Die Seitenkette von S52 liegt an der Oberflache desProteins und befindet sich
auf der Gegenseite der vierten Helix (a4) von NC2b. (B) Die grof3e Dimerisierungsoberfléche zwischen NC2a und
NC2b ist in der " space fill"-Version der Struktur deutlich zu erkennen. Die Position des S52 ist in rot dargestellt.
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48.4.2. Analyseder Mutante b S52R in der Komplexbildung auf DNA

Mutante S52R zegte Sgnifikante Defekte in der Komplexformation mit TBP auf DNA (diskutiert
in Kapitd 4.832). Defekte in der Komplexbildung mit TBP-DNA hatte auch die
Suppressormutante V251F in Toal (mt-yTFIIA) aufgewiesen (Kapitel 4.7.2). Aber im Fall des mit-
YTFIA, bindete das mt-yTFIA nicht an Hefe-TBP (yTBP) und die reduzierte Konzentration an
terndem Komplex mit hTBP und DNA lie3 sch nicht durch Konzentrationserhthung der
Reaktionspartner TFIIA und TBP kompensieren (Abb. 17, 21).

Um wetee Vergleche anzugdlen wurden wt- und mt-NC2 (S52R) zusammen mit
rekombinantem yTBPim Gelshift-Experiment untersucht. Bei kongtanter Menge an yTBP und DNA
wurden wt- und mt-NC2 tiber grof3e Konzentrationsbereiche titriert (10-210 ng). Im Unterschied zu
mt-yTFIIA, bindet bS52R an yTBP. Unterschiede zwischen wt- und bS52R-Mutante sind
konzentrationsabhéngig (Abb. 28). Eine sgnifikante Schwachung der terndren Komplexbildung mit
mt-NC2 wurde ausschliefdich bel niedrigen Proteinkonzentrationen beobachtet (Abb. 28, vergleiche
Spur 8-11 mit Spur 2-5).

Dieses Reaultat lief? den Schiul3 zu, dald die NC2-Mutante b S52R und die Suppressormutante
V251F in Toal unterschiedliche Defekte in der terndren Komplexbildung mit TBP und DNA
aufweisen. Der Defekt in NC2b S52R basert hauptséchlich auf eine Schwéchung in der TBP-
Bindung eines enfachen Gleichgewichts aus NC2, TBP und DNA, wé&hrend der Defekt in mt-
YyTHIA auf einen komplizierteren Prozef3 zurtickzufihren i<t

a/bwT a/bS52R

NC2 e e—r e

10 20 40 70 140 210 10 20 40 70 140 210

yTBP - + + + + + + + + + + + o+

h.o.» - b —r

freie DNA»-
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Abb. 28: Effekte der NC2b-Mutation S52R auf die Komplexbildung von NC2 mit TBP auf DNA. Im Gelshift-
Experiment wurde rekombinantes gereinigtes yTBP, wt-NC2 @/bWT) und mt-NC2 &/bS52R) verwendet. In
Anwesenheit einer konstanten Menge anyTBP (5 ng) wurden wt- und mt-NC2 von 10, 20, 40, 70, 140 bis zu 210
ng titriert. Die Positionen der ternéren Komplexe (TBP-NC2), der freien DNA und der Komplexe héherer Ordnung
(h.0.), die durch Bindung eines zweiten TBP-NC2 an die DNA zustande kamen, sind gekennzeichnet.

4.8.4.3. Analyseder NC2b-Mutante S52R in Immunopr &zipitation

Nachdem die NC2b-Mutante S52R verminderte Komplexbildung mit TBP und DNA zeigte,
gellte sch die Frage, ob die direkte Interaktion zwischen TBP und NC2 betroffen war.

Um diese Frage zu beantworten, wurden Immunopréazipitationen mit monoklonaen Antikorper
(hergestdlt mit Fusionsprotein GST-NC2a aus Ratte in der Arbeitsgruppe E. Krammer, GSF)
gegen das hNC2a durchgefiihrt (Details sehe Materid und Methoden). Es wurden gereinigtes,
rekombinantes hTBP und Wildtyp-NC2 (wt) sowie die Mutante bS52R (mt) unter Bedingungen
verglichen, in denen unterschiedliche Bindungsaktivitdten von wt- und mt-NC2 in Gdshift-
Experimenten beobachtet worden waren. Die mit SDS-Puffer duierte Proteine wurden durch SDS-
PAGE anaysiert und das hTBP und NC2b durch Antikérpernim Western-Blot nachgewiesen.

Die NC2-Mutante S52R konnte genauso wie das wt-NC2 effizient an TBP binden, sowohl bel
niedriger ds auch bei hoher NC2-K onzentration (Abb. 29, vergleiche Spur 2 mit Spur 3 bzw. Spur
4 mit Spur 5). Gleichzetig wurde gezeigt, dal3 die NC2b-Mutante S52R in der Dimeriserung mit
hNC2a kompetent war (unterer Band, Spur 3 versus Spur 2 und Spur 5 versus Spur 4).

abSH2R - - 2 - 5
NC2WT - 2 - S -
hTBP 15ng + + + +

G =— e e w— < TBP

’ﬂ'—<-NCZo

1 2 3 4 5

Abb. 29: Analyse der NC2b S52R-Mutante in der Immunoprazipitation. An der mit Antikdrper gegen hNC2a
gekoppelten Protein G-Sepharose wurden rekombinantes hTBP (480 ng) und wt- (a/bWT) bzw. mt-NC2 (a/bS52R)
(700 ng und 2,8 ng) im 1 ml-Puffer geladen. Die gebundenen Proteine wurden mit SDS-Auftragspuffer eluiert.
Nach Auftrennung in SDS-PAGE wurden hTBP und hNC2b im Western-Blot nachgewiesen. Die NC2 bS52R-
Mutante zeigt vergleichbare Aktivitét in der Interaktion mit TBP und mit der hNC2a-Untereinheit (Spur 3 versus
Spur 2 und Spur 5 versus Spur 4). Spur 1 enthalt 15 ng rekombinantes hTBP.
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4.8.4.4. Einflul3 der DNA-Bindung auf die Komplexbildung von NC2-M utante b S52R mit
TBP

NC2-TBP-DNA-Komplexe sind relativ resstent gegeniiber grof3en Mengen an  unspezifischer
Kompetitor-DNA pdGdC, die eine GC-reiche Sequenz hat. Dagegen ist die direkte Interaktion
zwischen NC2 und DNA durch pdGdC kometitierbar (Goppelt et al., 1996). Die mangelnde
Aktivitét von Mutante bS52R in der Bindung an TBP und DNA konnte teilweise aufgehoben
werden, in dem man die NC2-K onzentration erhdhte (Abb. 28). Diese Experimenten wurden ohne
K ompetitor-DNA durchgefuihrt. Ein erstes Anzeichen fir einen moglichen Einflu® von DNA auf die
Komplexbildung liferte én Gdshift-Experiment mit
500 ng pdGdC (Abb. 26A).

Um den Einflu® der DNA-Bindung von b S52R-Mutante genauer zu untersuchen, wurde der
Kompetitor pdGdC im Geshift-Experiment titriert. NC2-Konzentrationen wurden dafir innerhab
der Bereiche gewdhlt, in denen deutliche Unterschiede zwischen wt- und mt-NC2 in der
Komplexbildung nachgewiesen worden waren (Abb. 28). Unterschiede zwischen S52R und wt-
NC2 nahmen mit seilgender Konzentration an pdGdC ab (Abb. 30, Spur 4, 5 versus Spur 2, 3).
Bei 1 ng Kompetitor-DNA (350-fachem Uberschul® zu markierten Promotor-Fragmenten) waren
keine Unterschied zu sehen (Abb. 30, Spur 10, 11). Uberraschenderweise bindete mt-NC2
(bS52R) eher besser an TBP-DNA as wt-NC2 bei 700-fachem Uberschul? von pdGdC (2 n).
Ein mdglicher Grund dafr it die unterschiedliche Affinitét von wt- und mt-NC2 zu DNA. Wildtyp-
NC2, nicht aber die mt-NC2 (S52R) ist kompentent in der DNA-Bindung (Abb. 26B). In
Anwesenheit grolen Mengen an Kompetitor-DNA bindet se das NC2, und diese ist weniger mit
dem mt- als dem wt-NC2.
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Kompetitor - - - - -
NC23H2R - - - 14 70 - 70 - 7 - 7 - 70
NC2wt - 14 M0 - - 7 - 70 - 70 - 70
h.O.} [o—
S Y TN
NC2-DNA > "

Abb. 30: Effekte der unspezifischen Kompetitor-DNA auf die Komplexbildung von NC2-Mutante S52R mit TBP-
DNA.. Die Reaktionen enthielten ein 60 bp lang markiertesHIV-Promotor-Oligonuklectid (75 fmol) und gereinigtes,
rekombinantes hTBP (10 ng). Die Konzentrationen von NC2 (wenn anwesend) sind in ng angegeben. Kompetitor-
DNA pdGdC wurde von 200 ng bis 2 ny titriert, was einem 70- bis 700-fachen Uberschul? zum Promotor-Fragment
entspricht. Die Positionen der monomeren Komplexe auf DNA (TBP-NC2) und Komplexe héherer Ordnung (h.o.)
sowie Komplexe aus NC2 und DNA (NC2-DNA) sind markiert.

4.8.4.5. Einflu der b S52R-Mutation auf die Kompetition zwischen NC2 und TFI1A auf
Promotor

NC2 reprimiert die RNA-Polymerase Il Transkription durch Verhinderung der Assoziation von
THIA und THIB zur basden Transkriptionsmachinerie (Goppelt et al., 1996; Mermedden et al.,
1996). Die Mutante S52R wurde auf Kompetition mit TFIIA Gberprift. Rekombinantes yTHIA und
ene veglechbare Menge an wt- und mt-NC2 wurden eingesetzt. Die Resktionen enthielten
limitierende Mengen an TBP und DNA um moglichen Wechsed von TBP zwischen den
Bindungspartner, TFIIA und NC2 zu beobachten. Wildtyp-NC2 K ompetitierte effektiv mit TFIIA
um die TBP-DNA-Bindung. Bel hoher Konzentration von wt-NC2 wurden die Komplexe aus
THIA und TBP auf der DNA (TBP-11A) komplett durch NC2-TBP-DNA (TBP-NC2) ersetzt
(Abb. 31, Spur 7, 8, 9). Wie erwartet war die NC2-Mutante S52R schwécher in der Kompetition
mit THIA. Auch bel hoher Konzentration von NC2 (Spur 12) konnte der TFIIA nicht vollsténdig
von TBP entfernt werden (Abb. 31, Spur 10-12 versus Spur 7-9).
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NC2SS2R - - - - 14 70 - - - 14 70 140
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Abb. 31: Kompetition von NC2 und bS52R-Mutante mit TFIIA. Bindungsreaktionen enthielten HIV-Promotor-
Oligonukleotid (25 fmal), rekombinanten hTBP (7,5 ng) und yTFIIA (50 ng). Verschiedene Konzentrationen an wt-
(NC2wt) und mt-NC2 (NC2S52R) (Zahlen inng) wurden eingesetzt. Die Positionen der monomeren und multimeren
TBP-NC2-DNA Komplexe (TBP-NC2 und h.0.), der Komplexe von TFIIA-TBP-DNA (TBP-I11A) sowie der freien
DNA sind angegeben.

Zusammengefad, weist die NC2-Mutante S52R weist also Defekte in der Komplexformation mit
TBP auf DNA, insbesondere im direkten Sequenz-unspezifischen DNA-Kontakt auf. In Korrelaion
mit ihrer verlorenen Funktion in der Transkriptionsrepression, zeigt die Mutante bS52R seine
Inkompetenz in der Kompetition mit dem generdlen Transkriptionsfaktor THIA.

4.8.4.6. DNasel Footprinting-Analyse der NC2-Mutante S52R

Frihe Arbeiten haben gezeigt, dal3 NC2 zusétzliche DNA-Kontakte aul3erhalb der TATA-Box
auf Promotor induziert (Goppelt et al., 1996). In DNA-Footprinting-Experimenten, schiitzen NC2
und TBP die TATA-Box des HIV-Promotors vor DNase I-Verdau. Gleichzeitig werden DNase |-
hypersenstiven Stdlen in der Umgebung der TATA-Box ausgebildet. Ein zusitzliches "Fenge™ in
ene Thymidin-reichen Region wurde stromabwérts der TATA-Box beobachtet Goppdt et al.,
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1996). Ahnliche Effekte werden ebenfals fir AdML-Promotor (AdML) beschrieben (JKim et al.,
1996).

Mutante b S52R wurde am Adenovirus Mgor Late-Promotor auf die Komplexbildung mit yTBP
untersucht. yTBP dlein ruft keinen unspezifischen leichten Schutz vor DNase | hervor (Abb. 32A,
Spur 2 versus Spur 1). Durch Titration von wt-NC2 wurde alméhlich die TATA-Box zwischen den
Positionen -33 und -17 geschitzt (Abb. 32A, Spur 4, 5 versus Spur 2). In Anwesenheit der
b S52R-Mutante it das Fengter auch zu sehen, dlerdings erst bel hoherer Konzentration (Abb.
32A, Spur 6, 7 versus Spur 4, 5). Aulerdem wurde geringe Unterschiede im 3'-Bereich der
TATA-Box beobachtet, ohne dal3 diese bisher exakt zugeordnet wurden.

Dieses Experiment wurde mit einer héheren Konzentration an wt- und mt-NC2 wiederholt. Das
Reaultat ist in Abb. 32B dargestdit. Hier seht man die Bindung von TBP an die TATA-Box und
somit die Generation eines einen Schutzbereiches von Postion -33 bis -17 auf dem Promotor. Der
Zusatz von wt-NC2 bzw. S52R-Mutante deckte zusétzliche Fenster (um -3, um +8 und von +44 bis
+63) sowie eine Reihe hypersengtiver Stelen auf. Allerdings war kein Unterschied zwischen wt- und
mt-NC2 festzustellen (Abb. 32B, Spur 4, 5 versus Spur 3).
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Abb. 32: DNase | Footprinting-Anayse von TBP-NC2-Promotor Komplexen. Die mit "A+G" bezeichneten Spuren
geben die Sequenzen der Promotor-Fragmente (des AdML-Promotors, auf den nicht-codierenden Strang) wieder.
yTBP (30 ng) und Wildtyp- (WT) bzw. Mutante-NC2 (S52R) wurden mit Promotor-DNA inkubiert. Die
eingesetzten NC2-Konzentrationen waren 400 und 550 ng. Die geschitzten Regionen (eckige Klammern) im
Bereich um TATA-Box (eingerahmt) sind markiert. (A) Zusammen mit TBP schitzte NC2-Mutante S52R die
TATA-Box-Region erst bei htherer Konzentration, wahrend wt-NC2 auch bei niedrigerer Konzentration effektiv
mit TBP an TATA-Box bhinden konnte. Auf dem nicht-codierenden Strang schiitzte NC2 zusammen mit TBP die
Positionen -33 bis-17. (B) Vergleich der durch TBP und TBP-NC2 geschiitzten Bereiche auf AdMLP-Fragmenten.
Die Bindung von TBP alein bietet einen kompletten Schutz um die TATA-Box (Spur 3 versus Spur 2). Der Zusatz
von wt- bzw. mt-(S52R) NC2 induzierte einen zusétzlichen Schutz auRerhalb der TATA-Box. Die TATA-Box und
die spezifisch durch TBP-NC2 geschitzten Positionen sind mit Klammern markiert. Die durch TBP-NC2
hervorgerufenen DNase |-hypersensitiven Stellen sind mit Pfeilen gekennzeichnet.



5. Diskussion

Die Transkriptionsregulation in Eukaryonten involviert ein kompliziertes Netzwerk aus
positiv- bzw. negativ-wirkenden Aktivitdten. Die Ursache hierfUr liegt darin, dal3 eine
optimale Expression der Gene in Abhéngigkeit von der Entwicklung und Zelldifferenzierung
sowie von Verdnderungen der Umweltbedingungen aufrechterhalten werden muf3. Trotz einer
grolen  basalen  Transkriptionsmaschine  wird eine  wetere  Klasse  von
Transkriptionsregulatoren, den  sogenannten  Cofaktoren  bent¢tigt, welche eine
Kommunikation zwischen den basalen Faktoren, den Aktivator-Proteinen, dem Chromatin
und der DNA ermoglichen (Ubersichtsartikel: Hampsey, 1998; Hampsey and Reinberg,
1999).

Viele Cofaktoren, darunter auch die RNA-Polymerase |l assoziierten Vermittlerproteine,
namlich die sogenannten SRB- (Suppressor von RNA-Polymerase B) und Mediator-
Komplexe, sind durch eine Kombination von biochemischen Verfahren und reverser
Hefegenetik entdeckt worden (Y .J.Kim et al., 1994; Koleske and Y oung, 1994).

Der negative Cofaktor NC2 wurde urspringlich as eine Aktivitat aus Kernextrakten von
Saugerzellen identifiziert, welche spezifisch an TBP bindet und die basale Transkription der
Klasse II-Gene reprimiert (Mesterernst et al., 1991; Meisterernst and Roeder, 1991).
Biochemische Untersuchungen lieferten ein Modell fur den molekularen Mechanismus der
Transkriptionsrepression durch NC2 (Meisterernst and Roeder, 1991; Inostroza et al., 1992,
Goppelt et al., 1996) und fuhrten zur Klonierung der fir NC2 codierenden Gene. Nach der
Klonierung einer Untereinheit (NC2b/Drl) von NC2 in der Arbetsgruppe von Danny
Reinberg (Inostroza et al., 1992), wurde die zweite Untereinheit (NC2a) erst Jahre spéter
isoliert und kloniert (Goppelt et al., 1996). Parallel dazu wurden Hefe-NC2a und -
NC2b (yDrl) as Suppressoren einer Temperatur-sensitiven SRB4-Mutation in  vivo
identifiziert (Gadboris et al., 1997; Lee et al., 1998). Da das SRB4-Gen eine essentielle
Komponente des RNA-Pol 1I-Holoenzyms codiert, die als genereller Coaktivator fur die
Transkription von bis zu 93% der Klasse 11-Gene benttigt wird (Holstege et al., 1998), kann
man annehmen, dal3d NC2 einen globalen Corepressor der RNA-Pol 11-Transkription darstellt.
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5.1. Funktionelles Gegenspiel zwischen TFITA und NC2

5.1.1. Molekularer Mechanimusvon NC2

In elnem genetischen Ansatz wurde der Funktionsmechanismus von NC2 in vivo
untersucht. Es wurde eine Mutation in der grof3en Untereinheit von Hefe-TFIIA (YTFIIA),
Toal, as Suppressor einer limitierenden NC2-Funktion in Hefe identifiziert. Der Suppressor
trégt einen einzigen konservativen Aminosaure-Austausch (Valin zu Phenylalanin). Diese
Suppressor-Mutation wurde durch Generierung einer unzureichenden NC2b-Konzentration in
Hefe induziert. Das Ersetzen der Wildtyp-Kopie des Hefe-NC2b durch ein CEN-Plasmid-
exprimiertes hNC2b in der Zelle lieferte as Resultat einen langsam wachsenden Phanotyp,
der sich spontan durch genomische Mutationen aul3erhalb des NC2-Gens revertieren liel.
Bemerkenswerterwei se konnte die Suppressor-Mutation in Toal das Erfordernis von NC2 fir
das Hefewachstum vollstandig umgehen. In Anwesenheit der Suppressormutation wiesen die
Zellen ein normales Wachstum auf und dies auch in Abwesenheit der NC2b- und NC2a-
Gene. Das auf den in vitro-Studien basierende Modell des Repressionsmechanismus von NC2
spricht fur eine direkte Kompetition zwischen NC2 und den generellen Transkriptionsfaktoren
TFIIA und TFIIB. Dies gilt auch nach der Komplexbildung von THIA-TFIIB mit TBP
(Goppelt et al., 1996 und Abb. 33). Spezifische Bindung von NC2 an TBP inhibiert die
weitere Anlagerung von TFIIA und TFIIB, und fihrt dadurch zum Abbruch der Bildung des
Préinitiationskomplexes.

Durch in vivo-Untersuchungen der NC2-Funktion konnte gezeigt werden, dald dieses
Modell des molekularen Mechanismus von NC2 physiologisch relevant ist. Eine
Punktmutante von TFIIA, die in de Komplexbildung mit TBP und in der
Antirepressionsfunktion defekt war, wirkte als direkter Gegenspieler von limitierender NC2-
Funktion in vivo. Dies spricht fUr eine prézise Balance zwischen den Funktionen der positiven
und negativen Faktoren in der Transkriptionsregulation. Diese Aussage wird durch die
Identifikation von NC2 as ein Antagonist einer Mutation im positiven Mediater SRB4
unterstitzt (Gadboris et al., 1997; Lee et al., 1998).



Diskussion 123

Abb. 33: Modell des Mechanismus der Transkriptionsrepression durch NC2. Die stabile Bindung des NC2-
Komplexes (aus NC2a und NC2b) an DNA-gebundes TBP verhindert die weitere Anlagerung von TFIIA und
TFIIB (Goppelt et al., 1996). Der Startpunkt der Transkription ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

5.1.2. Interaktionen zwischen NC2, TFIIA und TBP

Das TATA-bindende Protein, TBP spielt ene zentrde Rolle in der
Transkriptionsregulation der RNA-Polymerase 1l (Pol I1). Die Bindung von TBP an die
TATA-Box ist der erste Schritt der Transkriptionsinitiation wahrend der Ausbildung des
Préinitiationskomplexes (PIC) (Matsui et al., 1980). TBP wurde as Zielprotein zahlreicher
Transkriptionsfaktoren beschrieben. Dazu z&hlen die generellen Transkiptionsfaktoren THIIA
und TFIIB, die C-terminale Domaéne der
Pol 1, die verschiedenen TBP-assoziierenden Faktoren (TAFs), zahlreiche zelluléaren und
virdlen Transkriptionsaktivatoren und die negativen Cofaktoren Motl und NC2
(Ubersichtsartikel: Hampsey, 1998).

Die hochkonservierte Doméane von TBP bildet eine sattelformige Struktur mit der
konkaven Oberflache fir DNA-Kontakte und einer basischen konvexen Oberflache fir
Interaktionen mit weiteren Transkriptionsfaktoren. Die RoOntgenstruktur von yTFIIA im
Komplex mit TBP und DNA wurde aufgeklart (Geiger et al., 1996; Tan et al., 1996). Die
extensven Protein-Protein-Interaktionen  bestehen  hauptséchlich  auf  hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen einem b-Strang der kleinen Untereinheit (Toa2) von yTFIIA
und dem b2-Strang von TBP (dargestellt in Abb. 34).
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M utagenese-Studien haben einige basische Aminosauren auf der Oberfldche von Helix H2
des TBP identifiziert, die in der TBP-hTFIIA-Interaktion involviert sind (Buratowski et al.,
1992; T.K.Kim et al., 1995). Die Kristallstruktur des Komplexes TBPYTFIIA/DNA zeigt
keine direkten Kontakte zwischen yTFIIA und der Helix H2 von TBP (Abb. 34, Geiger et al.,
1996). Eine Erklérung dafur konnte sein, dald das humane TFIIA (hTFIIA) eine zuséitzliche
Bindungsdoméne auf Helix H2 besitzt. Die Kristallstruktur beinhaltet ausschliefdich die
konservierten Doméanen der grof3en Untereinheit von yTFIIA. Die grof3e Untereinheit des
TFIIA aus Mensch und Drosophila besitzen eine weitere konservierte Region, welche der
Struktur von yTFIIA fehlt. Diese Region ist reich an sauren Aminosduren, wahrend das
Aquivalent in Toal vom yTFIIA eher basische Natur aufweist (Geiger et al., 1996). Die saure
Region von hTFIIA koénnte daher die essentielle Kontakte zwischen TBP und dem hTFIIA
vermitteln. Innerhalb derselben basischen Cluster der Helix H2 von TBP wurden
Aminosauren identifiziert, die fur die Interaktion zwischen TBP und NC2b verantwortlich
sind (T.K.Kim et al., 1995). Dies deutet als erstes darauf hin, dal3 die Kompetition zwischen
NC2 und TFIIA fur die Bindung an TBP auf eine direkte sterische Hinderung beider Proteine
basieren konnte. Die vorgezeigten Ergebnisse aus der Kompetitionsanalyse von TFIIA mit
NC2 in Gelshift- und Transkriptionsexperimenten widersprechen diese Theorie. Das Wildtyp-
NC2 war in der Lage effektiv an TBP zu binden, sowohl in Anwesenheit von hTFIIA
(Goppelt et al., 1996) als auch von yTFIIA (dieser Arbeit). Deshalb kann die Uberlappende
Bindestelle nicht der Grund fir funktionelle Kompetition zwischen NC2 und TFIIA sein. Es
|&3t sich eher auf eine NC2-induzierte Konformationsdnderung in TBP oder DNA und somit
die Verénderung der Bindungsoberflache fur TFITA vermuten (siehe auch Kapitel 5.5).

Kurzlich wurde eine neue Interaktionsoberflache auf TBP charakterisiert, welche fur die
Bindung an Dimer-NC2 verantwortlich ist (Cang et al., 1999). Dieser regulatorische Cluster
befindet sich auf der Helix H2" von TBP in unmittelbarer Nahe der Bindungsoberfléche fir
TFIIB (Abb. 34). Dies spricht fur eine physikalische Blockierung der Bindung von TFIIB an
TBP durch NC2. Allerdings fehlen bisher eindeutige funktionelle Hinweise sowohl invitro ds
auch invivo.

Die ldentifikation einer Punktmutation in TFIIA as Suppressor von defizienter NC2-
Funktion in vivo lieferte wichtigen Hinwelis fir ein funktionelles Gegenspiel zwischen TFIIA
und NC2 und unterstiitzte zusétzlich die Bedeutung der physikalischen Interaktionen von
NC2, TFIIA und TBP aus Mutagenese-Studien und der Struktur-Analyse.
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hTFIIA (NC2b)

TFIB —% °° : 5 yTFIIA

Abb. 34: Bindungsoberflache von TBP. Dargestellt ist die Kristallstruktur von TBP (dunkel) im Komplex mit
yTFIIA (hell), der aus Toa2 und konservierten Regionen von Toal besteht. TBP ist gezeigt als sattelférmige
Struktur mit vier Helices (H1, H2, H1" und H2) und zehn b-Strange (darunter b2"). Die zusétzliche

Bindungsoberfléache fir hTFITA, NC2 bzw. NC2b aus der Mutagenese-Studien sowie die TFIIB- und DNA-
Bindungsoberflache aus der Kristallstrukturanal yse sind angegeben.

5.1.3. RolledesTFIIA in der Transkriptionsregulation

In der vorliegenden Arbeit wurde ein funktionelles Gegenspiel zwischen yTFIIA und NC2
festgestellt. Der Suppressor ersetzt vollstandig die Funktion von NC2 in Hefe. In Anwesenheit
der Suppressormutation, ist das Vorhandensein von NC2 fir die Hefe nicht mehr essentiell.
TFIIA jedoch ist weiterhin erforderlich. Dies fuhrt zu der Annahme, dal3 TFIIA nicht nur
Kompetitionsfunktion gegeniber  Transkriptionsrepressor NC2, sondern  zusétzliche
Funktionen besitzen. Als genereller Transkriptionsfaktor weist TFIIA vielseitige Funktionen
auf. Je nach Transkriptionssystem findet man unterschiedlichen Einflu? von TFIIA.
Normaerweise wird TFIIA fur die Transkription mit TBP im zellfreien System nicht
gebraucht (Cortes et al., 1992). Allerdings hat es eine stimulierende Funktion, wenn der
Transkriptionsreaktion anstelle von TBP, TFIID zugefigt wird (Ozer et al., 1994; Y okomori
et al.,, 1994; Ma et al., 1996). Zusammen mit vielen Transkriptionsaktivatoren und
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Coaktivatoren stimuliert TFIIA die Bildung des TFIID-TATA-Komplexes durch seine
Funktion als molekulares Brickenprotein (Kaiser et al., 1995). Diese Funktion von TFIIA in
der Transaktivierung ist durch direkte biochemische Interaktionen zwischen TFIIA und
verschiedenen Aktivierungsdomanen unterstiitzt (Ozer et al., 1994; Kobayashi et al., 1995).

Die Abhangigkeit der Transkription von TFIIA korreliert oft mit dem Reinheitsgrad des
Transkriptionssytems; je hoher der Reinheitsgrad, desto weniger ist das System von TFIIA
abhangig. Dieser Unterschied 18/% sich hauptsichlich auf die Antirepressionsaktivitét des
TFIIA gegen die Effekte mancher Transkriptionsrepressoren zurtickfuhren. Dazu gehoren der
NC2-Komplex (Inostroza et al., 1992), das Motl-Protein (Auble et al., 1994), die
Topoisomerase | (Merino et al., 1993; Ma et al., 1996) und der hTAF;;250 Ozer et al.,
1998b), die in einem grob gereinigten System vorkommen konnen. Die Coaktivierung und
Antirepressionsaktivitét von humanem TFIIA sind auf distinkte Doménen des Proteins
zurickzufihren (Ma et al., 1996). Dies l&% den Schlul3 zu, dald TFIIA Uber beide
Mechanismen gleichzeitig verfigt um die Funktion des TFIID zu verstarken (Maet al., 1996).
Biochemische Studien an Core-Promotoren ohne Initiator-Elemente lieferten Hinweise darauf,
dald TFIIA auch an der Initiator-Aktivitét beteiligt ist. Es stabilisiert spezifisch die TFIID-
Bindung an die TATA-Box, die sich vor einem starken Initiator befindet. Dagegen zeigt
TFIIA nur geringfligige Effekte auf einen Promotor, der ausschliefdich eine TATA-Sequenz
besitzt (Hansen and Tjian, 1995; Emami et al., 1997).

Die Erkennung der TATA-Box durch TBP ist der geschwindigkeitdimitierende Schritt in
der Transkriptionsinitiation (Ubersichtsartikel: Orphanides et al., 1996; Roeder, 1996).
Neuere Untersuchungen fihrten zu einer aternativen Theorie, derzufolge nicht die Bindung
der TATA-Box durch monomeres TBP, sondern die Dissoziation des TBP (TFIID)-Dimers
eine entscheidende Rolle spielt (Jackson et al., 1999). Die Dimer-Dissoziation des TBP wird
wiederum durch TFIIA positiv reguliert (Coleman et al., 1999). Die Identifikation der Toal-
Mutante als Suppressor der defizienten NC2-Funktion in Hefe kann in Zukunft dazu
beitragen, die vielféltigen Aktivitdten von TFIIA zu klassifizieren.

Die Suppressor-Mutation, die durch eine kunstliche Verminderung der Gendosis von
NC2b selektioniert wurde, kann gleichzeitig die essentielle Erfordernis an NC2b und NC2a
umgehen. Dies belegt wiederum eindrucksvoll, dal3 eine Funktionsabhangigkeit von NC2a
und NC2b in vivo existiert, und beide Proteine als Dimer fur die essentiellen Funktionen
erforderlich sind.

5.2. Biochemische Eigenschaften der Suppressor-Mutante

Die Suppressor-Mutante in Toal konnte die essentielle Erfordernis fir NC2a und NC2b in
vivo umgehen. Dies ist ein plausibles Argument dafir, dal3 die beiden antagonistisch
wirkenden Transkriptionsfaktoren den gleichen Prozef3 in lebenden Zellen kontrollieren. Zieht
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man die molekulare Charakterisierung von NC2 in Betracht, kdnnte man vermuten, dai3 die
Mutation in Toal den Gleichgewichtszustand zwischen TFIIA, NC2 und TBP in irgendeiner
Art und Weise beeintrachtigt. Hinweise fir ein solches Modell stammten aus den in vitro-
Experimenten. In einem grob gereinigten Transkriptionssystem basiert die Bildung des
Prainitiationskomplexes auf der TATA-Box-Erkennung durch TFIID. Eine effiziente und
stabile Bindung des TFIID findet erst in der Gegenwart von THIIA statt (Meisterernst and
Roeder, 1991; DeJong and Roeder, 1993). Die Vorinkubationsexperimente haben
demonstriert, dald der Repressor NC2 erst nach der Bindung von TFIID angreift und die
Transkription selbst nach dem Eintritt von TFIIA und THIB inhibiert. Allerdings wird NC2
unwirksam, wenn der gesamte Préinitiationskomplex bereits ausgebildet ist (Meisterernst and
Roeder, 1991).

Die biochemischen Eigenschaften der Suppressor-Mutante wurden mit rekombinantem
Protein aus E. coli analysiert. Trotz der Lokalisation der Suppressor-Mutation auf der
Dimerisierungs-oberfléche von Toal, ist das mutierte Protein in der Lage, stabile TFIIA-
Komplexe zusammen mit der kleinen Untereinheit Toa2 auszubilden. Allerdings fihrte diese
Punktmutation zu einer Reduktion der terndren Komplexbildung mit TBP auf DNA, wie esim
Gelshift-Experiment gezeigt war. Die Fahigkeit zur Unterstiitzung der TBP-Rekrutierung auf
den Promotor hingegen ist weiterhin intakt. Footprinting-Analysen zeigten, dal3 die TATA-
Box der Promotoren bel Verwendung von mt-yTFIIA durch die TBP-Bindung effektiv
geschiitzt werden konnte. Dagegen &3 sich nur ein geringer Anteil der Promotoren als stabile
Protein-DNA-Komplexe im Gel-Shift detektieren. Eine mogliche Erklarung fur dieses
offenbar paradoxe Verhaten des mt-yTFIIA konnte in der Stabilitét des ternéren Komplexes
liegen und auf Unterschiede zwischen den Untersuchungsverfahren zurtickgefihrt werden.
Der mt-yTFIIA konnte zwar an TBP auf dem Promotor assoziieren, der resultierende
Komplex war aber weniger stabil as derjenige mit dem wt-yTFIIA. Ein grol3er Tell dieser
instabilen Komplexe mit mt-yTFIIA konnte die verschiedenen Widersténde im Verlauf der
langen Auftrennungszeit im Gelshift nicht tberstehen und fiel wieder auseinander. Es blieb
zum Schlul® nur ein kleiner Anteil von Komplexen, die stabil waren und detektiert werden
konnten.

TBP bindet an die TATA-Box in der kleinen Furche des DNA-Doppelstrangs. Es gab
Hinweise aus der Literatur, dal3 TBP in Abwesenheit von weiteren Transkriptionsfaktoren
Sequenz-unspezifisch an DNA bindet und sich entlang den DNA-Strang gleitet (Coleman and
Pugh, 1995). Die Spezifitdt eines typischen Sequenz-spezifisch bindenden Proteins an der
grof3en Furche von DNA liegt etwa 1000-fach hohrer as TBP zu TATA-Box (Coleman and
Pugh, 1995). Unsere Footprinting-Experimente zeigen einen unspezifischen Schutz
stromaufwérts der TATA-Box auf dem nicht-codierenden Strang des HIV-Promotors und
deuten auf eine solche TATA-unabhangige TBP-DNA-Assoziation hin. In Gegenwart von
THIA ist der TBP-DNA-Kontakt effizienter und sequenzspezifisch. Die Punktmutation in
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Toal scheint diese Funktion des TFIIA nicht beeintr&chtigt zu haben. Es kommt
wahrscheinlich zur Ausbildung von Komplexen von geringerer Stabilitét.

Es wird diskutiert, dal3 TBP nach der Bindung an DNA seine Konformation veréndert
(Coleman and Pugh, 1997). Ausgehend von einer schnellen Assoziation mit DNA, welche zur
Ausbildung instabiler Intermediate fuhrt, kommt es zu einer langsamen Isomerisierung zum
stabilen Komplex. Es gab auch Berichte Uber eine Aktivator-induzierte Isomerisierung des
ternaren Komplexes TFIIA-TFIID-DNA nach der Rekrutierung zu TATA-Box (Chi and
Carey, 1996; Emami et al., 1997). Unter Berlcksichtigung des spezifischen Defektes der
Suppressor-Mutante darf man spekulieren, dal3 die im Gelshift sichtbaren Komplexe eine
kleine isomerisierte Population von TBP-TFIIA-DNA-Komlexen représentieren, welche der
Detektion im Footprintingexperiment entgehen. Anzeichen fir das Vorhandensein solcher
Populationen waren die spezifischen DNase I-hypersensitiven Stellen, die in Anwesenheit von
wt- und mt-yTFIIA sichtbar waren. Darlberhinaus konnte man hypothetisieren, dal3 TFIIA
nicht nur die Rekrutierung von TBP an Promotor-DNA sondern auch die darauf folgende
Isomerisierung des terndaren Komplexes induziert und stabilisiert.

5.3. Molekulare Ursache der Suppressor mutante

Biochemische Untersuchungen der Suppressormutante in yTFIIA (mt-yTFIIA) haben
darauf hingewiesen, dal3 die mt-yTFIIA Defekte bezlglich der Stabilitét des ternaren
Komplexes mit TBP-DNA aufweist. Die entsprechende molekulare Ursache ist aber unklar.
Der Stabilitatsdefekt in Anwesenheit von mt-yTFIIA kdnnte durch den Hebel-Effekt aus dem
Aminosdure-Austausch von Vain zu Phenylalanin bei der Position 251 in Toal zustande
kommen. Das Valin ist eine Aminosaure mit kurzer Seitenkette und Rotationsflexibilitét.
Dagegen ist das Phenylalanin eine Aminosaure mit viel grol3erer und unflexibler Seitenkette.
Durch den Hebel-Effekt konnte eine lokale Verdnderung in der DNA- und TBP-
Bindungsoberflache auf TFIIA hervorgerufen werden. Darlber hinaus konnte auch die
korrekte Fatung der zentralen, nicht-konservierten Region von Toal, welche in der
Kristallstruktur von TFIHA-TBP auf DNA nicht vorhanden ist (Geiger et al., 1996; Tan et al.,
1996), durch die Va251Phe-Mutation beeintréchtigt werden. Der zentrale Bereich des Toal-
Proteins wird fUr seine Funktion in vitro und in vivo nicht bendtigt Kang et al., 1995). Er
Ubernimmt die Rolle eines "spacer" zwischen den konservierten N- und C-terminalen
Regionen in Toal. Sowohl das humane als auch das Drosophila Protein wird innerhalb der
zentrdlen Doméne vom Toal proteolytisch geschnitten und zum reifen TFIIA in zwel
Untereinheiten, a und b, prozessiert (DeJong and Roeder, 1993; Y okomori et al., 1993).

In vivo-Untersuchungen haben gezeigt, dal3 Zellen mit solchen minimalen Toal ohne
zentrale Region zwar leben kdnnen, aber sensitiv auf hthere Temperatur (37°C) reagieren und
eine abnormale Morphologie aufweisen Kang et al., 1995). yTFIIA aus minimalem Toal
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besitzt volle Aktivitédt in der TBP-DNA-Bindung, weist aber signifikant reduzierte Affinitét zu
TBP in der Abwesenheit von DNA auf Kang et al., 1995). Der Defekt der Suppressor-
Mutante in der Komplexbildung zeichnete sich auf3erdem dadurch aus, dal3 er nicht durch
Konzentrationserhthung der Reaktionspartner, TFIIA oder TBP kompensieren [&3t. Dieses
Phanomen kann nur dadurch erklart werden, dal3 es sich dabei mehr um einen komplizierten
Prozef3 als ein smples Gleichgewicht zweier Partner handelte.

54. Analyseder Suppressor-Mutantein der in vitro-Transkription

Biochemische Eigenschaften der Suppressormutante wurden durch in vitro-Transkription
untersucht. Das mt-yTFIIA war nicht in der Lage, die Transkriptionsrepression durch NC2
aufzuheben, wahrend wt-yTFIIA sie effektiv revertieren konnte. Dieser Defekt der
Suppressormutante liefert einen direkten Hinwels auf eine funktionelle Balance zwischen
TFIIA und NC2. Dieses Ergebnis muf3 aber nicht unbedingt die tatsichlichen Ablaufe in der
Zelle widerspiegeln, da die Zellen des Suppressors praktisch weder NC2b noch NC2a fur ihr
Wachstum benétigten. Es deutet eher auf das Vorhandensein weiterer Antagonisten hin. Der
Defekt des mt-yTFIIA bel der Ausbildung des terndren Komplexes muf3 eine wichtige Rolle
in diesem Kontext spielen. Er konnte sich auch auf andere Faktoren auswirken, die sensitiv
gegenuber einer geschwéchten TBP-Promotor-Rekrutierung sind.

Diese Hypothese wird durch die paradlele Identifikation einer Mutante in Sind4 aus
demselben Ansatz unterstitzt (Lemaire et al., 2000). Das SIN4-Gen codiert fir eine
Komponente des Mediator-Komplexes und des RNA-Polymerase |l1-Holoenzyms (Li et al.,
1995). Sin4 besitzt ads Transkriptionsregulator sowohl positive als auch negative Aktivitéten
(Jang and Stillman, 1992; Chen et al., 1993; S.J.Kim et al., 2000). Es gibt auch Hinweise
darauf, dal3 Sin4 die Transkription reguliert, in dem es die Chromatin-Struktur verandert
(Jang et al., 1995; Macatee et al., 1997). Die Identifikation eines mutierten sind-Allels als
Suppressor von NC2b steht in Ubereingtimmung mit der Beobachtung von Richard Y oung
und Kollegen, in der NC2a und NC2b der anderen Komponente des RNA Pol Il-
Holoenzyms, ndmlich SRB4, entgegen wirken (Lee et al., 1998). Es spricht zugleich fir eine
direkte Verbindung zwischen Holoenzym-Komplex und NC2.

Antirepressionsaktivitét des TFIIA ist auf dem Modellpromotor vom Adenovirus Major
Late Core-Promotor (AdML) stérker ausgeprégt as auf dem vom HIV-Promotor. Vergleicht
man beide viraen Promotoren, stellt man fest, dal3 sie zwar das gleiche Initiator-Element
besitzen, aber eine unterschiedliche TATA-Box. Die Bindungsaffinitét von TBP zu DNA und
die Stabilitét des Komplexes sind von der Sequenz der Bindestelle abhangig (Coleman and
Pugh, 1995). Die TATA-Box vom AdML-Promotor enthielt eine perfekte Konsensus-Sequenz
"TATAAAA" mit hoher Affinité zu TBP. Im Gegensatz dazu trégt der HIV-Promotor ein
verkurztes TATA-Element, das mit niedrigerer Affinitét von TBP erkannt wird. Aulerdem
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weist der AdML-Promotor eine Guanin-reiche Sequnenz benachbart zur TATA-Box auf,
wohingegen die Region um die HIV-TATA-Box herum eher Thymidin-reich ist. Diese
Unterschiede in der Promotor-Struktur konnten fur das abweichende Verhalten des TFIIA in
der Antirepression verantwortlich sein. Diese Ansicht wird durch eine frihe Beobachtung
unterstitzt, in der NC2 zusammen mit TFIIA die Transkription Promotor-spezifisch
modifiziert. Die Antirepressionsfunktion von TFIIA auf die NC2-abhéngige Repression ist
spezifisch auf dem AdML-Promotor nicht aber auf dem Immunoglobulin m-Promotor
wirksam (.Kim et al., 1996). Diese Promotor-spezifische Funktion von NC2 wird durch
neuere Berichte erweitert. An bestimmten Promotoren in vivo wurden positive Effekte von
NC2 beobachtet. Beispiele dafur sind der Gal1- bzw. Gal10-Promotoren (Prelich, 1997) und
die TATA-losen Promotoren der HIS3- und HISA-Gene (Lemaire et al., 2000).

5.5. Konsequenzen der NC2-Bindung an TBP auf Promotor

TBP bindet an die TATA-Box des Promotors und induziert dadurch eine Verbiegung der
DNA um 90°. Die weitere Anlagerung von TFIIA und TFIIB verandert diesen Winkel nicht
(Nikolov et al., 1995; Geiger et al., 1996; Tan et al., 1996). Ob die NC2-Bindung an TBP eine
Konformationsdnderung im Protein TBP und in der DNA hervorruft, ist noch unklar.
Hinweise darauf ergaben sich aus Footprinting-Experimenten. Zusétzlicher Schutz im Bereich
stromabwarts der TATA-Box und DNase I-hypersensitive Stellen wurden durch die Bindung
von NC2 induziert. Weitere Hinweise fur eine Veranderung der DNA-Konformation durch
NC2-Bindung erbrachte die zirkuldre Permutationsanalyse (Daten nicht gezeigt). Dieses
Experiment basiert auf einer veranderten elektrophoretischen Mobilitdt der Protein-DNA-
Komplexe auf DNA-Fragmenten gleicher Lange, unter Veranderung der Positionen der
Bindestellen von einem Ende bis zum anderen (entwickelt von Wu and Crothers, 1984).
Geringste Mobilitét zeigt der Komplex, in dem das Protein in der Mitte des DNA-Fragmentes
bindet Wu and Crother, 1984). Die TFIIA-TBP-Komplexe verhielten sich tatsachlich in
diesem Sinne. Die Mobilité der Protein-DNA-Komplexe wird reduziert, wenn die
Bindungstelle von den Enden bis zur Mitte des Fragmentes verschoben wird (A. Goppelt and
M. Meisterernst unveréffentlicht und schematisch dargestellt in Abb. 35A).

Die Bindung von NC2 an TBP-DNA verandert dieses Laufverhalten der Komplexe. Der
NC2-TBP-Komplex mit héchster Mobilitdt wurde nicht bel einer Bindung am Ende der DNA,
sondern auf einem ersten Drittel der Fragmentlange beobachtet (Abb. 35B, ). Dieses
Phanomen &3t vermuten, dald der NC2-TBP-Komplex eine Polaritét relativ zur TATA-Box
aufweist und dal? seine Bindung an TBP die Topologie der Promotor-DNA verandert.

Der langere Abschnitt stromabwarts der TATA-Box auf dem DNA-Fragment konnte
weitere Kontakte zu NC2 gewahrleisten und Anderungen in der DNA-Konformation
verursachen. Um festzustellen, ob dieses asymmetrische Verhalten des NC2-TBP-Komplexes
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auf dem Promotor von der absoluten Léange des DNA-Fragmentes 3" der TATA-Box abhéngig
ist, wurde NC2 zusammen mit TBP erneut im zirkul&ren Permutationsexperiment untersucht.
Durch Einsetzen eines doppelstrangigen Oligonukleotids wurde der DNA-Abschnitt 3" der
TATA-Box und somit die gesamte Lange des DNA-Fragmentes um 37 bp verlangert. Der
NC2-TBP-Komplex hoéchster Mobilitdt wurde auf dem gleichen Fragment wie vor der
Verlangerung festgestellt (schematisch dargstellt in Abb. 35B, 11). Dies deutet darauf hin, dal3
das extremste Laufverhalten von NC2-TBP nicht durch die Lange des DNA-Abschnitts
stromabwarts der TATA-Box bestimmt ist. Verantwortlich dafir ist die absolute Lange des
DNA-Abschnitts 5"der TATA-Box (J. Xie und M. Meisterernst unverdffentlicht).

Die physiologische Bedeutung der DNA-Bindung von NC2 ist noch unklar. Die NC2-
Mutanten, die ihre Aktivitét beztglich der DNA-Kontakte verloren haben (b S52R, bE45K)
zeichneten sich auch durch Defekte in der Repressor-Funktion in vitro und in vivo aus.
Veranderungen der DNA-Konformation durch NC2 koénnten zumindest einen Teil seiner
Funktion als Transkriptionsrepressor erkléren. Tatsachlich wurde eine Modifikation der
Transkriptionsaktivitét durch eine Veranderung der Winkel an der TATA-Box berichtet (Starr
et al., 1995). Veranderungen der DNA-Konformation durch NC2 konnten auch dazu
beitragen, die Interaktion von anderen Transkriptionsfaktoren an DNA oder TBP zu
beglinstigen (wie fir weitere Repressoren) oder zu verhindern (wie fur TFIIA). Verstérkte
Rekrutierung von TBP zur TATA-Box in Anwesenheit von NC2 ist in Gelshift- und
Footprintig-Experimenten nachgewiesen werden.
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Abb. 35: Zirkuldre Permutationsanalyse von NC2 und TBP. Die Mobilitat der Komplexe von TFIIA (A) oder
NC2 (B) mit TBP und DNA ist gegen die Position der TATA-Box des AdML-Promotors (angegeben durch 1 bis
5) auf dem DNA-Fragment schematisch dargestellt. Die Mobilitét der Protein-DNA-Komplexe verandert sich
mit der Position der TATA-Box, die von einem Ende bis zum anderen auf dem DNA-Fragment verschiebt (224
bp bei A, B-I oder nach einer Verlangerung um 37 bp 3" der TATA-Box bei B-11). Die Position der TATA-BoX,
welche extremste Mobilitdt aufweist ist fett markiert.

5.6. Funktionsanalyse von humanem NC2 in Hefe

5.6.1. Austauschbarkeit zwischen NC2-Untereinheiten aus M ensch und Hefe

Die Hefe besitzt zwel stark homologe Proteine zum menschlichen NC2. Beide sind
essentiell for das vegetative Wachstum von Hefe. Diese Eigenschaft ermdglichte die
funktionelle Untersuchung des humanen NC2 auf molekularer Ebene in vivo. Beide humanen
NC2-Untereinheiten waren in der Lage, die essentielle Rolle ihres Hefe-Gegenstlickes in der
Zelle zu Ubernehmen, vorausgesetzt, dald hNC2a von eéinem CEN-Vektor und hNC2b von
einem 2nPlasmid exprimiert wird. Dies steht im Gegensatz zur friheren Erkenntnis der
Austauschbarkeit von humanem und Hefe-NC2 in vivo, wobel die Funktion vom hNC2a in
Hefe eine Coexpression von hNC2b erforderte (S.J.Kim et al., 1997).

Die vorangegangenen in vitro-Untersuchungen haben gezeigt, dai3 die Struktur des NC2
nur in Anwesenheit beider Untereinheiten stabil ist, so dal? der bindre Komplex die Repressor-
Aktivitédt rekonstruiert (Goppelt et al., 1996; Gadboris et al., 1997; Prelich 1997). Es gab auch
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ein Modell vorgeschlagen von Reinberg und Kollegen, welches eine eigenstandige Funktion
des Dr1 (NC2b) forderte (Inostroza et al., 1992; Yeung et al., 1994). Es wurde diskutiert, dal3
Drl asein Phosphoprotein im Kernextrakt vorliegt, ausschliefdich in phosphorylierter Form
stabil an TBP auf Promotor-DNA bindet und seine Funktion in der Transkriptionsrepression
ausiibt (Inostroza et al., 1992). Allerdings lief}en sich diese Effekte in unserer Arbeitsgruppe
nicht wiederholen, stattdessen wurde die zweite Untereinheit des NC2, das NC2a identifiziert
(Goppdlt et al., 1996). Zusammen mit NC2a kann Drl (NC2b) alle Funktionen des NC2 in
vitro rekonstruieren (Goppelt et al., 1996). Kurz darauf wurde ein weiteres Protein DRAP1
von Danny Reinberg und Kollegen beschrieben, welches die Drl-Funktion verstarkt und as
Corepressor des Drl erklart wurde (Mermelstein et al., 1996).

Wenn das NC2 schliefdich als Dimer-Komplex in vivo funktioniert, mafdten die humane
und Hefe-NC2-Proteine tber die Histone-Fold-Doméne heterodimerisieren Die Suppressor-
Mutante, die urspringlich aus Zellen mit limitierender NC2b-Konzentration isoliert wurde,
konnte zugleich die Unabkommlichkeit beider Untereinheiten, NC2b und NC2a, umgehen.
In derselben Selektion in Hefe wurde eine weitere Punktmutante in Sind identifiziert (Lemaire
et al., 2000). Ebenso wie der Toal-Suppressor konnte die Sind-Mutante sowohl die Funktion
des NC2b as auch die des NC2a in vivo ersetzen. Ergebnisse dieser in vivo-Studien
bestatigen, dal3 der Repressor NC2 erst als Dimer-Komplex funktionsaktiv ist.

5.6.2. Funktionsdoméanen von humanem NC2

Um die Doménen in humanen NC2-Untereinheiten (hNC2) zu definieren, welche die
konservierten in vivo-Funktionen vermitteln, wurden verschiedene Deletionsmutanten in
NC2a und NC2b konstruiert. Diese wurden in Hefe-Expressionsvektoren kloniert und
anschliefRend mittels Plasmid-Austausch-Technik in die Hefe eingeflgt.

Neben der hochkonservierten N-terminalen Histone-Fold-Doméne beider NC2-
Untereinheiten werden zwei saure und eine Prolin-reiche Region in hNC2a und eine basische
sowie eine Glutamin/Alanin-reiche (QA) Doméane in hNC2b identifiziert (Abb. 36). Saure,
Glutamin- oder Prolin-reiche Regionen wurden al's Funktionsdomanen vieler Transaktivatoren
asauch Repressoren charakterisiert Madden et al., 1993, Ubersichtsartikel: Stargell and
Struhl, 1996). Struktur-Funktionsanalysen zeigten, dal3 eine 5" -Deletion bis zur Aminosaure 7
und 3"-Deletion bis zur Aminosdure 81 von hNC2a die in vivo-Funktion von NC2 kaum
beeinflussen. Diese Deletionen umfassen den ganzen C-terminalen Bereich von NC2a,
namlich die beide saure und die Prolin-reiche Regionen. Daraus kann man schlief3en, dal3 in
Kombination mit Wildtyp-hNC2b, die Histone-Fold-Doméne von hNC2a fur die in vivo-
Funktion von NC2 ausreichend und erforderlich ist. In Konsistenz damit zeigte die in vitro-
Transkriptionsanalyse von NC2, dal3 die Histone-Fold-Domane von hNC2a zusammen mit
hNC2b die Transkription im rekonstituierten System aus grob gereinigten Faktoren effektiv
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reprimieren konnte (Goppelt et al., 1996).

Die physkalische Interaktion zwischen C-terminaler Region von hNC2a und einem
Homeodomane-Transkriptionsfaktor AREB6 wurde beobachtet (keda et al., 1998). AREB6
ist ein Gewebe-spezifischer Faktor, der die Transkription bestimmter Gene sowohl positiv as
auch negativ reguliert (Watanabe et al., 1993). Auch eine funktionelle Korrelation zwischen
AREB6 und NC2 wurde festgestellt (keda et al., 1998). Daraus kann spekuliert werden, daf3
NC2 weitere Interaktionspartner neben TBP, TFIIA und TFIIB sowie Sind besitzen konnte.
Waéhrend die Histone-Fold-Doméane von hNC2a zusammen mit hNC2b die basde
Transkription reguliert, ist seiner C-Terminus in Wechselwirkungen mit weiteren
Transkriptionsregul atoren wie AREBG involviert.

Bei der NC2b-Untereinheit wird allerdings aul3er der Histone-Fold-Doméne noch die
angrenzende C-terminale Region von Aminosauren 78-129 in vivo bendtigt. Diese Regionen
umfassen genau die evolutiondr konservierten Doméanen von NC2b. Eine 5 -Deletion bis zur
Aminosaure 9 und 3'-Deletion bis zur Aminosaure 130 von hNC2b zeigten nur geringe
Effekte. Dagegen war eine Deletionsmutante, welche ausschliefdich die ersten 112
Aminosduren (1-112) enthalt, nicht funktionell in Hefe. Daraus kann man schlief3en, dal3 die
Aminosauren 113 und 129 von NC2b fur die in vivo-Funktion von NC2 erforderlich sind.
Dieser Bereich beinhaltet die basische Region (94-103), die as TBP-Bindungsdoméane
beschrieben worden ist (Yeung et al., 1994; SJKim et al., 2000). In vitro, eine NC2b-
Mutante, welche ausschliefdich aus der Histone-Fold-Doméne und dieser basischen Region
besteht Aminosduren 1-112), ist zwar féhig stabile NC2-TBP-DNA-Komplexe zu bilden,
aber nicht in der Lage die Transkription in Anwesenheit von TFIID (statt TBP) effektiv zu
reprimieren (Goppelt et al., 1996). Fur eine effektive Repression ist zusétzlich die
Glutamin/Alanin-reiche (QA) Region erforderlich (Yeung et al., 1994; Goppelt et al., 1996).
Die in vivo-Ergebnisse zeigten, dal3 ein grofer Teil dieser Region unter physiologischen
Bedingungen nicht gebraucht wird. Allerdings wurde der angrenzende Bereich aus 12
Aminosauren (115-126), der zwischen Mensch und Hefe hochkonserviert ist (91% |dentitét)
zur vollsténdigen Funktion bendtigt (Abb. 36). Dieser Bereich besteht fast ausschliefdich aus
Glutamin- und Glutaminséure-Resten (QE).
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Abb. 36: Schematische Darstellung der humanen NC2-Untereinheiten. Die Histone-Fold-Doméne, basische,
saure, Prolin-reiche (Pro-reich), Glutamin/Alanin-reiche (QA) und Glutamin/Glutaminséure-reiche (QE)
Regionen sind verschieden markiert. Die entsprechenden Aminosdure-Positionen sind angegben. Die Sequenze
der hochkonservierten QE-Region zwischen dem humanen und Hefe-NC2b ist eingerahmt.

Die C-terminalen Doméanen der beiden hNC2-Untereinheiten stabilisieren alle NC2-
Aktivitéten. Solange das Histone-Fold-Motiv in beiden Untereinheiten intakt ist, kann eine
reduzierte Aktivitét, die aufgrund des Fehlens der C-terminalen Doméne in einer Untereinheit
zustande kam, durch die Anwesenheit der C-terminalen Doméne der zweiten Untereinheit
kompensiert werden (Yeung et al., 1994, 1997; Goppelt et al., 1996). Diese Eigenschaft
wurde aber nicht in Hefe beobachtet. Diese Resultaten lassen vermuten, dald die spezifische
Funktion der C-terminalen Regionen von NC2 nur in hoheren Organismus vorhanden ist.

5.7. Mutagenese-Studien desNC2 in vivo und in vitro

Die Funktionsdomédnen von hNC2 in vivo wurden in den evolutionda konservierten
Regionen festgestellt. Um eine prézisere Lokalisation der Funktionscluster von NC2 zu
erzielen, wurden Punktmutationen an den konservierten Aminosaure-Positionen innerhalb der
Histone-Fold-Doméne beider Untereinheiten und der essentiellen Region von hNC2b gezidt
eingeflgt. Die Projektion der NC2-Proteine in der Kristallstruktur von Histondimer H2A-H2B
erlaubt eine Vorhersage Uber die Funktion einzelner Aminoséuren. Mit Hilfe des Plasmid-
Austausch-Verfahrens wurden diese Mutanten zunéachst in vivo analysiert.

So wurden die Mutanten bE45K und bS52R identifiziert, die ihre Funktion in Hefe
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verloren haben. Korreliert dazu waren die entsprechenden rekombinanten Proteine nicht in der
Lage, die basale Transkription des HIV- und AdML-Promotors im rekonstituierten System
effektiv zu reprimieren. In der Transkriptionsrepression wirkte das Wildtyp-NC2 2,5-fach
aktiver s Mutante bE45K und 5-fach als Mutante bS52R. Das Glu45 und Ser52 befinden
sich in einem Cluster auf der Protein-Oberflache (vgl. Abb. 21). Homologe Aminosauren in
CBF-A sind fir die Interaktion zwischen CBF-A und CBF-B und zwischen CBF-A und DNA
verantwortlich Ginha et al., 1996). CBF-B stellt das Aquivalent von TBP im TBP-NC2-
Komplex dar. So werden die bE45K und bS52R as TBP- und DNA-Bindungsmutanten
angesehen. Tatséchlich weisen sie Defekte in der Bindungsaktivitét auf. Signifikanter Verlust
in dem direkten DNA-Kontakt sind bei Mutanten bE45K und b S52R beobachtet worden. Das
Wildtyp-NC2 bindet etwa 10-mal effektiver an DNA als die Mutante b S52R.

Es konnte auch gezeigt werden, dal3 die b S52R-Mutation die gesamte binare Struktur des
NC2 nur gering beeinflul’t. Effektive Assoziation der bS52R zu NC2a ist in der Immuno-
Copréazipitationsanalyse mittels Antikdrper gegen hNC2a nachgewiesen worden. Auch in
Wechselwirkung mit TBP in Abwesenheit von DNA weist die b S52R-Mutante eine Aktivitét
wie das Wildtyp-NC2b auf. Dies fuhrt zu der Annahme, dal3 die reduzierte Aktivitat von
bS52R (wie auch bE45K) in der ternaren Komplexbildung auf starke Verluste im DNA-
Kontakt basiert. Weitere Anhaltspunkte stammen aus Gelshift-Experimenten von b S52R- und
b E45K-Mutanten. Die Effekte beider Mutanten auf die Komplexbildung mit TBP und DNA
sind konzentrationsabhangig. Die Reduktion in der Komplex-Menge in Anwesenheit der
Mutanten lassen sich durch Konzentrationserhthung der Resktionspartner, TBP und NC2
kompensieren. Dies liefert wiederum Hinwelse dafur, dal? die bS52R- und b E45K-Mutanten
in der TBP-Bindungsoberflache von NC2 |okalisiert sind.

Die mit dem Wildtyp-NC2 vergleichbare Aktivitdt der bS52R-Mutante in der
Wechselwirkung mit TBP in Losung scheint im ersten Augenblick im Widerspruch zu dem 5-
fachen Unterschied in der terndren Komplexbildung mit TBP-DNA und in der
Transkriptionsrepression zu stehen. Mutanten mit ahnlichem Verhaten sind auch in Toal
identifiziert worden (Kang et al., 1995). Eine Erklarung dafur wére, dal3 die b S52R-Mutante
zwar Uber eine intakte Interaktionsdomane mit TBP verfugt, aber die Aktivitét fir kooperative
Bindungen an TBP beeintrachtigt. Diese Reduktion in der kooperativen Bindung in vivo
konnte z.B. durch Schwéchung in Wechselwirkungen mit anderen Inhibitoren oder in
Kompetitionen mit positiven Cofaktoren wie TFIIA zustande kommen. Diese Ansicht wird
durch Untersuchungen der bS52R-Mutation im Struktur-Modell des NC2 unterstiitzt. Die
mutmaldliche TBP-Bindungsdoméne in NC2b, die Aminosauren 85-99, welche eine a-Hdix
aulRerhalb des Histone-Fold-Matives bilden (@4), befinden sich auf einer Proteinoberfléche,
die gegentiber von Ser52 in hNC2b lokalisiert ist (Abb. 24).

Vier mutmaldiche Dimerisierungsmutanten wurden konstruiert und charakterisiert. Es
handelt sich dabei um die Mutanten a DE24,25GN, aFL45,46LT, bVCC39,42,43MFV und
bVCC39,42,43AAA. Die Positionen dieser Aminosauren befinden sich im Inneren des NC2-
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Dimer-Komplexes, wobel sich VCC39,42,43 exakt auf der inneren Oberfldche von NC2b
gegeniber FL45,46 in NC2a befindet (vgl. Abb 21). Verlust in der in vivo-Funktion wurden
bei aDE24,25GN und aFL45,46L T beobachtet. Im Gegensatz zu den Mutanten b S52R und
bE45K konnte bei den Mutanten aDE24,25GN und aFL4546LT kein Defekt in der
Komplexbildung mit TBP und DNA festgestellt werden. Auch in der Transkriptionsanalyse
zeigte aDE24,25GN nur einen minimalen Verlust (1,5-fach) in der Repression der
Transkription des HIV- und AdML-Promotors. Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei den
zwel Doppel punktmutanten b EES6,69RR und bEE76,89RR erhaten. Trotz des vollsténdigen
Verlustes der NC2-Funktion in vivo, konnten keine Effekte in bisher durchgefihrten
Funktionsanalysen mit rekombinanten Proteinen detektiert werden.

Es existieren moglicherweise aternative Funktionsmechanismen von NC2 in vivo. NC2
wurde z.B. als positive Regulator auf die TATA-lose Transkription spezifischer Promotoren
beschrieben (Lemaire et al., 2000). Alternativ konnten die Mutanten auch Defekte in der
Interaktion mit weiteren Transkriptionsregulatoren aufweisen. NC2 bindet stabil an TBP und
verhindert dadurch die Assoziation weiterer generellen Transkriptionsfaktoren (Meisterernst
and Roeder, 1991; Goppelt et al., 1996). Es wird diskutiert, dal3 der virale Aktivator E1A das
TBP von NC2 befreit und die Anlagerung von TFIIA ermoglicht (Kraus et al., 1994). Auch
trandente  Transfektionsexperimente  zeigten, da3 EIA der  NC2-abhéngigen
Transkriptionsrepression entgegen wirken kann (G. Stelzer, personliche Mitteilung). In vivo
konnten die Mutanten aDE24,25GN, bEES6,69RR und DbEE76,89RR in Promotor-
spezifischen Funktionen von
NC2 defekt sein oder auch in Wechselwirkungen mit Faktoren, die Einflul3 auf die
Initiationskompl exbildung haben.

5.8. Physilogische Rolle von NC2

Transkriptionsrepression ist ein wichtiger Mechanismus in der Regulation der
Genexpression. Die eukaryontischen Repressoren kdnnen tber unterschiedliche Komponenten
der Transkriptionsmaschine auf unterschiedliche Ebene der Genexpression auswirken
(Ubersichtsartikel: Hanna and Hansen, 1996; Maldonado et al., 1999). Die generelle
Repressoren wirken direkt auf die Chromatine oder auf die Komponenten der basalen
Transkriptionsmachinerie. NC2 ist einer der generellen negativen Cofaktoren, die direkt an
TBP binden kénnen. NC2 reprimiert die basde Transkription einer Reihe von Hefe-,
humanen- und viralen Promotoren (Meisterernst and Roeder, 1991; Yeung et al., 1994;
T.K.Kimet al., 1995; JKim et al., 96; Goppelt and Meisterernst, 1996; Goppelt et al., 1996;
Mermelstein et al., 1996; Gadboris et al., 1997). Neulich wurde seine Funktion auf die
aktivierende Transkription diskutiert (Castano et al., 2000). NC2 interagiert physikalisch mit
Komponenten des humanen Mediator-Komplexes und selektiv assoziiert zu RNA-Pol 1 mit
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phosphorylierter CTD (carboxyl-terminalen Doméane) (Castano et al., 2000). Die Verbindung
zwischen NC2 und Pol 11-Holoenzym wurde durch die Identifikation von NC2 as Suppressor
der Mutationen in SRB4 und SRB6 unterstiitzt (Lee et al., 1998). Suppressor-Mutationen
gleicher Auswirkung sind auch in Genen des Not-Komplexes, NOT1 bis NOT5, entdeckt
worden (Lee et al., 1998). Die direkte Interaktion zwischen Notl und TBP wurde beobachtet
(Callart, 1996). Aus diesen Analysen kann man annehmen, dal3 NC2 gemeinsam mit dem
Not-Komplex eine generelle Repression der Transkription Uber stabile Bindung an TBP
aufrechterhélt, welche durch das Pol [I-Holoenzym wahrend der Transkriptionsinitiation
Uberwunden werden muf3.

Das NC2a-Protein aus Hefe wurde in einer genetischen Selektion des SUC2-Promotors mit
deletierter Aktivierungselement (UAS) als Bur6 pypass of UAS requirement) identifiziert.
Aus gleichem Ansatz wurde das Motl als Bur3 isoliert (Prelich, 1997). Dies deutet darauf hin,
da3 NC2 und Motl teilweise Uberlappende Funktionen besitzen. Motl reguliert die
Transkription durch die Freisetzung des TBP von Promotor in einem ATP-abhéngigen Prozef3
(Auble et al., 1994). NC2 reguliert die Transkription Uber einen anderen Mechanismus, der
sich folgenden von Motl unterscheidet. NC2 entfernt kein TBP von Promotor, es stabilisiert
sie und verhindert aber dadurch die weitere Anlagerung von TFIIA und TFIIB an TBP
(Meisterernst and Roeder, 1991; Goppelt et al., 1996). Deletion an einer der Untereinheiten
von NC2 oder an das Motl wirkt letal auf die Hefe, welche wiederum fir eine unabhangige
Funktion von NC2 und Motl spricht. Synergistische Effekte auf die Transkription durch ein
Zusammenwirken von NC2 und Motl sind diskutiert worden Cang et al., 1999). Jingste
Untersuchungen haben gezeigt, dal3 NC2 sowie Motl fur die TATA-lose Transkription der
HIS3- und HISA-Gene in vivo erforderlich sind (Lemaire et al., 2000). Die TBP-Bindung an
Promotor wird aufRerdem durch den generellen Transkriptionsfaktor TFIIA und den
Transkriptionsaktivator Spt3 positiv beeinflul3t.

Zusammengefaldt ist es durchaus denkbar, dald in vivo zwischen NC2 und anderen
Corepressoren, wie Mot1 oder Not-Komplex und dem aktiven Regulator TFIIA oder Spt3 ein
Synergismus existiert. Sie regulieren die Transkription durch Kontakte zu TBP gleichzeitig
oder nacheinander. Dies geschieht damit das TBP, die Schiiissel-Komponente und der
limitierende Faktor der Transkriptionsinitiation zwischen den starken Promotoren mit hoher
Affinitdt zu TBP und schwécheren mit geringerer Affinitét je nach Bedarf der Entwicklung
und Zdldifferenzierung optimal verteilt wird. Die Identifikation einer Mutation in TFIIA als
Suppressor fur die essentielle NC2-Erfordernis in Hefe erbrachte Uiberzeugenden Hinwels fir
diese Annahme und fir eine koordinierte Funktionen zwischen positiven und negativen
wirkenden Faktoren in der Transkriptionsregulation.

Es gibt auch Hinweise auf eine wachtumsabhangige Funktion von NC2 in Hefe (Lemaire
et al., 2000). Es wurde beobachtet, dald die Repressorfunktion von NC2 auf bestimmten
Promotor sich verstérkt, wenn die Zellen von der exponentiellen Phase in die stationéren
Phase Ubergehen. Dieser Wendegang von Hefe ist oft von einer generellen Reduktion der
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Genexpression begleitet mit Ausnahmen fir die Genen, die fir die spdtere Phase der Hefe
spezifisch sind (Werner et al., 1993). Gleiche Effekte sind auch bei Mot1- und Not1-Protein
erhalten worden (Lemaire et al., 2000). Dies liefert erste Hinweise auf eine Aktivierung der
globalen Repressoren durch spezifische physiol ogische Bedingungen.

59. Ausblicke

Eine interessante Aufgabe besteht darin, die madglichen Funktionszusammenhange
zwischen NC2 und Komponenten des RNA-Pol [I-Holoenzyms wie Sin4, oder anderen
Corepressoren wie Motl besser zu verstehen. Hierzu konnte der Einflul3 von Mutationen in
NC2, Sin4 oder Motl auf die Expression der gesamten Klasse [I-Gene mittels Gen-Chip
analysert werden. Ebenfalls wichtig ist die Bestimmung der TBP-Interaktionsdoméane auf
NC2. Dadurch kénnte der Repressionsmechanismus von NC2 ausfuhrlicher gekléart werden.
Eine weitere Fragestellung betrifft die Aufklarung der moglichen posttranslationalen
Modifikationen von NC2 und die Bedeutung einer solchen Modifikation in lebenden Zellen.
NC2 stellt moglicherweise ein Zielprotein fur bestimmte Proteinkinasen dar.

Die bisherigen Erkenntnisse Uber die physiologische Rolle von NC2 stammen grof3enteils
aus Untersuchungen an der Hefe. Hinwelise auf Spezies- und wachstumsabhangige Funktionen
von NC2 sind vorhanden. Als zukinftige Aufgabe sollte deshab ein in vivo-Modellsystem aus
Zellen hoherer Organismen etabliert werden, um Aufschlufd Gber Funktionen des NC2 in
verschiedenen Phasen des Zellzyklus, der Zeldifferenzierung und der embryonalen
Entwicklung erzielen zu kénnen.



6. Zusammenfassung

Biochemische Untersuchungen beschreiben NC2 als einen Transkriptionsrepressor,
welcher stabil an das TATA-Box bindende Protein (TBP) bindet. Die spezifische Bindung
von NC2 an TBP inhibiert die weitere Anlagerung der generellen Transkriptionsfaktoren
TFIA und TFIIB und fuhrt dadurch zur Unterbrechung der Bildung des Initiationskomplexes.
NC2 besteht aus zwei Untereinheiten, NC2a und NC2b, die starke Homologien zu den
Histonen H2A bzw. H2B aufweisen.

Alle Erkenntnisse zu Beginn dieser Arbeit basierten auf Beobachtungen, die in vitro
erhalten wurden. Unklar sind die Funktionen von NC2 in der Zelle. Die Aufgabe dieser Arbeit
bestand darin, ein in vivo-Modellsystem zu etablieren. Als Modellorganismus wurde die
Béackerhefe Saccharomyces cerevisiae ausgewahlt. Hefe hat zwei Proteine, die stark homolog
zum menschlichen NC2 sind. Beide sind essentiell fir das vegetative Wachstum von Hefe.
Fur Plasmid-Austausch-Experimente wurden Hefestdmme konstruiert, bel denen die
chromosomalen Gene fir NC2a und NC2b durch Wildtyp-Kopien auf einem URA3-Plasmid
ersetzt wurden. Mit Hilfe einer negativen Selektion gegen das URA3-Gen in Anwesenheit von
5-FOA gelang es, die humanen NC2a- und NC2b-Gene as episomale Kopien in Hefe stabil
einzubringen. So zeigte sich unter anderem, dal3 die beiden humanen NC2-Untereinheiten,
sowohl einzeln in Kombination mit ihrem Dimerisierungspartner aus Hefe as auch
gemeinsam in Form des menschlichen bindren Komplexes, fahig waren, die physiologische
Funktion ihres Gegenstiickes aus Hefe zu Ubernehmen. Das gleiche System wurde auch
eingesetzt, um Deletionsmutanten der humanen NC2-Gene in vivo zu untersuchen. Es wurde
festgestellt, dal3 in beiden NC2-Untereinheiten die Domanen, welche fir die in vivo-Funktion
notwendig sind, die vom Mensch zur Hefe konservierten Regionen enthalten.

Ein wesentlicher Teil dieser Arbeit bestand darin, spontane Suppressoren einer
limitierenden NC2-Funktion in vivo zu isolieren und Suppressoren mit genomischen
Punktmutationen zu charakterisieren. Gefunden wurde eine Punktmutation in der grof3en
Untereinheit (Toal) des Hefe-TFIIA, welche einen einzigen Aminosaure-Austausch von
Valin zu Phenylalanin verursacht. Hefezellen, die diese Suppressor-Mutation in Toal (mt-
Toal) tragen, weisen einen Kéalte-sensitiven Phanotyp auf und sind trotz fehlender NC2-Gene
lebensfahig.

Die biochemischen Eigenschaften des rekombinanten Proteins der Suppressor-M utante
wurden durch Gelretardations-, Footprinting- und in vitro Transkriptionsexperimente
untersucht. Das Protein mt-Toal war in der Lage, stabile TFIIA-Komplexe zusammen mit der
kleinen Untereinheit Toa2 auszubilden und die Rekrutierung von TBP an die TATA-Box auf
dem Promotor zu unterstiitzen. Allerdings zeigten weitere Untersuchungen der Suppressor-
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Mutante, dal3 der terndre Komplex aus mt-yTFIIA, TBP und DNA weniger stabil ist.
Hinweise darauf gab die reduzierte Menge an Protein-DNA-Komplexen im Fal von mt-
YTFIA in Gelretardationsexperimenten unter séttigenden Bedingungen. Das mt-yTFIA
verlor zugleich seine Antirepressionsaktivitdt in in vivo-Transkriptionsexperimenten in
Anwesenheit von NC2. Die Isolierung und Charakterisierung der Suppressor-Mutante von
NC2 lieferten zum ersten Mal den Beweis, dal’ die Genregulation in vivo eine prézise Balance
zwischen positiv und negativ wirkenden Aktivitdten erfordert. Gleichzeitig bestétigen sie die
in vitro Beobachtungen, insbesondere das Gleichgewicht zwischen TFIIA und NC2 in der
Kompetition um das TATA-bindende Protein TBP.

Eine weitere Aufgabe der Arbeit waren Mutagenese-Studien von humanem NC2 in vivo
und in vitro. Innerhab des Histone-Fold-Motives beider NC2-Untereinheiten wurden
Punktmutanten isoliert, die ihre essentielle Funktion in der Hefezelle vollstéandig verloren
haben. Es konnten Mutanten identifiziert werden, die Einflufd auf das Wachstum der Hefe mit
dem Verlust der in vitro-Aktivitét korrelierten. Die Charakterisierung dieser Mutanten lieferte
erste Hinweise auf funktionelle Oberflachen von NC2, die fir die terndre Komplexbildung
(NC2-TBP-DNA) und die Repressionsfunktion wichtig sind.

Zusammengefaldt schafft die vorliegende Arbeit einen Einblick in die NC2-Funktion in der
Zelle und erweitert unser Versténdnis Uber den molekularen Mechanismus der
Transkriptionsregul ation wahrend der Initiation der Klasse |1-Transkription.
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