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Einleitung

1 Einleitung

Die gesamte Erbinformation eines Organismus ist in Form der Desoxyribo-
nukleinsaure (DNA) in jeder einzelnen Zelle gespeichert. Bei eukaryontischen
Zellen liegt der grolte Teil der DNA als Chromosomen im Zellkern vor, ein
weitaus geringerer Teil befindet sich in den Mitochondrien. Diejenigen Ab-
schnitte auf der DNA, die fur ein bestimmtes Produkt kodieren, werden als
Gene bezeichnet. Damit die genetische Information eines Gens umgesetzt
werden kann, muss die DNA-Sequenz zuerst in mobile Ribonukleinsaure-
Molekile (RNA) umgeschrieben werden. Dieser Prozess wird als Transkrip-
tion bezeichnet und von DNA-abhangigen RNA-Polymerasen katalysiert.

Bei den Produkten der proteincodierenden Gene handelt es sich um hetero-
gene nukledare RNAs (hnRNAs), die durch den nachfolgenden SpleiRvorgang
in Messenger-RNAs (mRNAs) Uberfuihrt werden. Diese wiederum dienen als
Matrize fur die Proteinbiosynthese, die an den Ribosomen im Zellplasma
stattfindet. Weiterhin gibt es Gene, die fir RNAs kodieren, die zwar nachtrag-
lich modifiziert werden, aber nicht flr Proteine kodieren, sondern wie z.B. im
Falle der ribosomalen RNAs (rRNAs) fur den strukturellen Aufbau sowie die
Funktion der Ribosomen notwendig sind. Auch die Gene, die fir Transfer-
RNAs (tRNAs) kodieren, zahlen zu dieser Gengruppe. tRNAs sind kleine
RNA-Molekile mit einer ausgepragten Sekundarstruktur, die spezifisch Ami-

nosauren binden und fir die Proteinbiosynthese ans Ribosom transferieren.

1.1 Die DNA-abhangigen RNA-Polymerasen

Wahrend prokaryotische Zellen lediglich eine DNA-abhangige RNA-Polymera-
se besitzen, die samtliche Gene transkribiert, gibt es in eukaryotischen Zellen
drei verschieden RNA-Polymerasen, die als RNA-Polymerase |, Il und Il bzw.
A, B und C bezeichnet werden. Sie unterscheiden sich in ihrer Matrizenspezi-
fitat sowie ihrer Lokalisation (ROEDER & RUTTER, 1969; SEIFART et al., 1972;
ROEDER et al., 1976). AuRerdem konnen sie aufgrund ihrer unterschiedlichen
Sensitivitat gegenuber a-Amanitin, dem Gift des Grinen Knollenblatterpilzes,

unterschieden werden (SEIFART & SEKERIS, 1969; CHAMBON, 1975).
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1.1.1 Die RNA-Polymerasen | und Il

Die RNA-Polymerase | ist in den Nucleoli lokalisiert und transkribiert nur ein
einziges Gen, das 45S-rRNA-Gen, das aber in einer sehr hohen Kopienzahl
im Genom vorliegt. Diese 45S-rRNA ist eine Vorlaufer-RNA, die durch Spleis-
sen in die 5,8S-, 18S- und 28S-rRNA Uberfihrt wird (UDVARDY & SEIFART,
1976; GRUMMT, 1981; REEDER, 1992; Moss & STEFANOVSKY, 1995). Die RNA-
Polymerase | ist unempfindlich gegenliber a-Amanitin (SEIFART & SEKERIS,
1969; CHAMBON, 1975).

Die Polymerase |l befindet sich im Kernplasma und transkribiert zum einen
die Uracil-reichen small nuclear RNAs (snRNAs) U1 bis U5, die fur den Auf-
bau des SpleiRapparates wichtig sind (Ubersicht: BURATOWSKI, 1994; Kiss et
al., 1991; KUNKEL et al., 1991). Zum anderen werden alle proteinkodierenden
Gene von der Polymerase Il transkribiert. Hierbei entstehen zuerst pra-
MRNAs, die mit Proteinen assoziiert vorliegen und als heterogene nukleare
Ribonukleinsauren (hnRNAs) bezeichnet werden. Die Proteine sind wichtig fur
den Spleilkvorgang, bei dem die informationsleeren Introns herausgeschnitten
werden und die pra-mRNA in reife mRNAs Uberfuhrt wird (KNIPPERS, 1997).
Ihre Information wird schliel3lich an den Ribosomen in die Aminosaurese-
quenz des jeweiligen Proteins Ubersetzt. Dieser Vorgang wird als Translation
bezeichnet (BRETHNACH & CHAMBON, 1981; Ubersicht: SAwADOGO &
SENTENAC, 1990; CONAWAY & CONAWAY, 1993). Die RNA-Polymerase Il wird
bereits durch weniger als 0,1 ng/ml a-Amanitin gehemmt (SEIFART & SEKERIS,
1969; CHAMBON, 1975).

1.1.2 Die RNA-Polymerase lll

Die RNA-Polymerase Il ist ebenfalls im Kernplasma lokalisiert und transkri-
biert Gene, deren Produkte relativ klein und teilweise katalytisch aktiv sind.
Produkte der Polymerase-lll-abhangigen Gene sind die tRNAs, die 5S-rRNA
sowie die U6-snRNA (WEINMANN & ROEDER, 1974; YAMAMOTO et al., 1977;
KUNKEL et al., 1991). Weiterhin transkribiert die Polymerase Ill das 7SL-RNA-
Gen, das H1-RNA-Gen sowie einige andere Gene mit bisher unbekannter
Funktion (Alu-RNA, humane Y1- und Y3-RNA; Ubersicht: PALMER & FOLK,
1990); die H1-RNA ist die RNA-Komponente der zur Prozessierung der
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tRNAs notwendigen RNase P (BAER et al., 1989). Auch virale Gene werden
von der Polymerase lll transkribert, z.B. das adenovirale VA I- und VA II-Gen
sowie die EBER I- und Eber II-RNA des Ebstein-Barr-Virus (Ubersicht:
GABRIELSEN & SENTENAC, 1991; GEIDUSCHEK & KASSAVETIS, 1992; WILLIS,
1993). Eine Hemmung der Polymerase-lll-Transkription tritt erst ab einer
Konzentration von 0,2 mg/ml a-Amanitin auf (SEIFART & SEKERIS, 1969;
CHAMBON, 1975).

Die RNA-Polymerase Ill der Hefe (S. cerevisiae) ist, ebenso wie die Polyme-
rase | und Il, sehr gut charakterisiert (GABRIELSEN & SENTENAC, 1991). Alle
drei Polymerasen bestehen aus zwei groflen und mehr als zehn kleinen
Untereinheiten. Die beiden grof3en Untereinheiten der drei Polymerasen sind
strukturell und funktionell verwandt (SENTENAC et al., 1992; DIECI et al., 1995).
Ihre Aufgabe ist die Nukleotidbindung und die Interaktion der DNA mit der
synthetisierten RNA. Die Polymerase Ill der Hefe hat ein Molekulargewicht
von etwa 650 kDa und besteht aus 17 Untereinheiten (GABRIELSEN &
SENTENAC, 1991; SENTENAC et al., 1992; SADHALE & WOYCHIK, 1994; FERRI et
al., 2000). Alle Untereinheiten konnten kloniert werden. Funf der kleinen
Untereinheiten sind Komponenten aller drei Polymerasen und sind
verantwortlich flr die Lokalisation der Polymerasen im Kern und fur die Effi-
zienz sowie die Regulation der RNA-Synthese (GABRIELSEN & SENTENAC,
1991). Die Polymerase Il besitzt vier spezifische Untereinheiten, yRPC31,
yRPC34, yRPC53, yRPC82, wobei die Untereinheiten yRPC31, yRPC34 und
yRPC82 einen Subkomplex bilden, der mit dem Initiationsfaktor yTFIIIB (s.
1.4.2 und 1.5.1) interagiert und so eine Rolle bei der Rekrutierung der
Polymerase lll in den Initiationskomplex spielt (WERNER et al., 1992; WERNER
et al., 1993; KHOO et al., 1994; THUILLIER et al., 1995).

Die humane Polymerase Il ist weniger gut untersucht. Sie besteht aus 16
Untereinheiten (WANG & ROEDER, 1996; WANG & ROEDER, 1997), von denen
die hRPC53-Untereinheit sowie ein Subkomplex aus hRPC32, hRPC39 und
hRPC62 kloniert werden konnten (ITTMANN et al., 1993; WANG & ROEDER,
1997). Auch hier ist der Subkomplex fir die Interaktion mit dem an die DNA
gebundenen TFIIIB verantwortlich (WANG & ROEDER, 1997), wobei hRPC34
mit TFIIIB9O0 interagiert (HSIEH et al., 1999a).
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1.2 Die Promotorstruktur der Polymerase-lll-abhéngigen
Gene

Bei den Polymerase-lll-abhangigen Genen unterscheidet man drei verschie-

dene Promotortypen (Ubersicht: WILLIS, 1993):

» Gene mit internen Promotorelementen vom AC-Typ (Typ 1)
» Gene mit internen Promotorelementen vom AB-Typ (Typ 2)

» 5’-regulierte Gene mit Promotorelementen im Upstreambereich (Typ 3)

1.2.1 AC-Typ-Promotoren (Typ 1)

Dieser Promotor-Typ wird nur durch das 5S-rRNA-Gen reprasentiert, das in
etwa 100 Kopien im humanen Genom vorliegt. Seine genintern liegenden
Promotorelemente werden auch als ICR bezeichnet, die Abkirzung fur ,inter-
nal control region®. Die ICR besteht aus einer A-Box (Bp +50 bis +64), einer
C-Box (Bp +80 bis +97) sowie einem zwischen diesen beiden Boxen liegen-
den intermediaren Element (IE; Bp +67 bis +72) (SAKONJU et al.,, 1980;
BOGENHAGEN et al., 1980; PIELER et al., 1985a; PIELER et al., 1985b; PIELER et
al., 1987). Die gesamte ICR stellt die Bindungsstelle fir den genspezifischen
und primar DNA-bindenden Transkriptionsfaktor IlIA dar (ENGELKE et al.,
1980; MILLER et al., 1985; PIELER et al., 1987; SEIFART et al., 1989).

Die ersten zehn Basenpaare der A-Box der Gene vom AC-Typ zeigen eine
Sequenzhomologie zur A-Box der Gene vom AB-Typ und legen den Start-
punkt der Transkription fest (CILIBERTO et al., 1983). Es zeigten sich jedoch
keine Homologien der C-Box mit einem anderen Polymerase-Ill-Promotor-
Element.

Im Upstreambereich des 5S-rRNA-Gens liegt ein weiteres, charakteristisches
Promotorelement, das als D-Box bezeichnet wird. Fehlt dieses Element, so
sinkt die Transkriptionseffizienz auf ein Zehntel des Normalwertes (NIELSEN et
al., 1993). Welches Protein allerdings in Wechselwirkung mit diesem Se-

quenzelement tritt, konnte bisher nicht geklart werden.

1.2.2 AB-Typ-Promotoren (Typ 2)

Zu den Genen mit einem AB-Typ-Promotor gehdren alle tRNA-Gene, die

adenoviralen VA |- und VA II-Gene und die hochrepetitiven Alu-Sequenzen.



Einleitung

Ubersicht: Promotorstrukturen der Polymerase-Illl-Gene

Typ 1 (AC-Typ): 5S-rRNA-Gen

—> B5S-rRNA
D-Box A-Box I|E  C-Box TTTT
32- 21 50-64 67-72  80-97 120-122

Typ 2 (AB-Typ): tRNA-Gene, Adenovirale Gene, ALU-Sequenzen

— 5 tRNA
— [ I
A-Box B-Box TTTT
8-18 51-61 78-87
5 VAIRNA
— L [ )
A-Box B-Box TTTT
17-26 63-73 160-168

Typ 3 (5'-regulierte Gene): U6-snRNA-Gen, 7SK-Gen

—> U6 SnRNA
|

] —
| L |
DSE PSE TATA TTTT
-220 -60 -30 106

Promotorstruktur der Polymerase llI-transkribierten Gene
(modifiziert nach Pieler et al., 1987; Wu et al., 1987; Carbon & Krol, 1991; Kunkel, 1991; Willis, 1993)

Wie bei den AC-Typ-Promotoren liegen beim AB-Typ die Promotorelemente
innerhalb der Gensequenz. Die AC-Typ- und AB-Typ-Gene, die im Gegensatz
zu den 5’-regulierten Genen genintern liegende Promotor-Elemente besitzen,

werden auch gemeinsam als ,klassische Polymerase-Ill-Gene“ bezeichnet.
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Die Promotorelemente der AB-Typ-Gene bestehen aus einer A-Box (von Bp
+8 bis +18 bei tRNA, +17 bis +26 bei VA |) und einer B-Box (von Bp +51 bis
+61 bei tRNA; +63 bis +73 bei VA |; FOWLKES & SCHENK, 1980; GUILFOYLE &
WEINMANN, 1981; HOFSTETTER et al., 1981; RoOsA et al., 1981; GEIDUSCHEK &
TOCCHINI-VALENTINI, 1988; GEIDUSCHEK & KASSAVETIS, 1992), beides sind
hochkonservierte DNA-Sequenzen. Der Abstand der beiden Boxen ist recht
variabel, die Transkriptionseffizienz ist allerdings am hdéchsten, wenn 30 bis
60 Basenpaare zwischen beiden Boxen liegen.

Im 5’-Bereich der AB-Typ-Gene wurden zwar keine konservierten Promotor-
elemente gefunden, eine Beeinflussung der Promotorstarke durch 5’-gele-
gene Sequenzen sind aber trotzdem zu beobachten (GEIDUSCHEK & TOCCHI-
VALENTINI, 1988; WU et al.,, 1994). Wie beim 5S-rRNA-Gen legt die A-Box
auch bei den AB-Typ-Promotoren den Startpunkt fest. Die B-Box stellt die
Bindesequenz fur den DNA-bindenden Transkriptionsfaktor [lIC2 dar
(YOSHINAGA et al., 1987), TFIIIA wird fur die Transkription der AB-Typ-Gene
nicht benotigt.

Da die adenovirale VA I-RNA nach der Transkription nicht modifiziert wird,
eignet sich dieses Gen sehr gut fur in vitro-Untersuchungen. In der Zelle
hemmt die RNA des VA I-Gens die Proteinkinase DA | und sichert damit die
Translation der viralen mMRNAs (MoDRoOw & FALKE, 1997).

1.2.3 5’-regulierte Gene mit Promotorelementen im Upstream-
Bereich (Typ 3)

Diese Gengruppe ahnelt in ihrem Promotoraufbau den Polymerase-Il-abhan-
gigen Genen, da ihre Promotorelemente nur im 5’-Bereich des Gens lokali-
siert sind und eine TATA-Box vorhanden ist, an die das TATA-Box-bindende
Protein (TBP) bindet. Wahrend die TATA-Box bei den Polymerase-II-Genen
fur die Transkriptionseffizienz und die Startpunktfestlegung verantwortlich ist,
legt sie bei den Polymerase-lll-Genen die Polymerase-Spezifitdt fest
(Ubersicht: SCHRAMM & HERNANDEZ, 2001).

Die Produkte dieser Gengruppe sind verschiedene kleine RNAs: die am
besten charakterisierte U6-snRNA, die 7SK-RNA, die Y1- und Y3-RNA sowie
die H1-RNA (Ubersicht: SCHRAMM & HERNANDEZ, 2001).
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Hinsichtlich des Faktorbedarfs unterscheiden sich die Typ-3-Gene erheblich
von den beiden anderen Gen-Typen. Der primar DNA-bindende Transkrip-
tionsfaktor ist in diesem Fall PBP (PSE-bindendes Protein), der an das bei Bp
-60 liegende PSE (proximal sequence element) bindet (WALDSCHMIDT et al.,
1991). Dieses Element ist fur die korrekte Initiation und die Transkriptionseffi-
zienz verantwortlich (DAHLBERG & LUND, 1988; LoBO et al., 1990). Weiter
stromaufwarts befindet sich das DSE (distal sequence element; Bp -220), an
das die Transkriptionsfaktoren Sp1 und Oct1 binden. Dieses Element fungiert
als Enhancer (COUREY & TIJAN, 1988; STURM et al., 1988; MURPHY et al.,
1992; Ubersicht: HERNANDEZ, 1992; WONG et al., 1998). Wie bereits oben
erwahnt, bindet TBP, das aber im Falle der Typ-3-Gene nicht in einem TBP-
TAF-Komplex vorliegt, an die TATA-Box, die sich im U6-snRNA-Gen bei
Bp -25 befindet. Wahrend der TFIlIIBb-Komplex (s. 1.4.2) einen TBP-TAF-
Komplex darstellt, ist TFIlIBa, der fir die Transkription der Typ-3-Gene bend-

tigt wird, ein TBP-freier Komplex (TEICHMANN & SEIFART, 1995).

1.3 Faktorbedarf der Polymerase-lll-abhédngigen Gene

Vollstandige Initiationskomplexe der drei verschiedenen Gen-Typen setzen
sich aus den folgenden Komponenten zusammen:

Typ 1 (AC-Typ): 5S-rRNA-Gen
TFIIA, TFIHIC2, TFHIIBb, TFIIIC1 und Polymerase |l

Typ 2 (AB-Typ): tRNA-Gene, VA I- & VA lI-Gen, Alu-Sequenzen
TFIIC2, TFIIBb, TFIIIC1 und Polymerase llI

Typ 3 (5’-req. Gene): U6-snRNA-Gen, 7SK-RNA-Gen
PBP, TBP, TFIlIBa, TFHIIIC1, TFIIIU und die Polymerase Il

1.4 Die Transkriptionsfaktoren der Polymerase Il

1.4.1 TFIIA

Bei diesem Faktor handelt es sich um ein globulares, 42 kDa grol3es Protein,
das bei der Transkription des 5S-rRNA-Gen als genspezifischer Transkrip-

tionsfaktor an die Internal Control Region (ICR) dieses AC-Typ-Gens bindet
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und auf diese Weise die Assemblierung des Transkriptionskomplexes initiiert
(SEIFART et al., 1989; MOOREFIELD & ROEDER, 1994). TFIIIA wurde zunachst
aus Xenopus laevis gereinigt und seine cDNA konnte 1984 kloniert werden
(GINSBERG et al., 1984). TFIIIA enthalt neun Zinkfingermotive, die fir die DNA-
Bindung erforderlich sind und von denen die drei aminoterminalen Zinkfinger
den gréften Bindungsanteil besitzen und an die C-Box der ICR binden
(MILLER et al., 1985; VRANA et al., 1988; CLEMENS et al., 1992; LiAO et al.,
1992; THEUNISSEN et al., 1992; DELRIO et al., 1993).

Eine weitere Aufgabe von TFIIIA besteht in der Rekrutierung von TFIIIC2 an
den Promotor, was zu einer Erweiterung des TFIlIA-Footprints bis zum Start-
punkt fuhrt (FRADKIN et al., 1989; OETTEL et al., 1997).

1.4.2 TFIIB

Die Struktur und Funktion von TFIIIB sind in der Hefe (S. cerevisiae) weitge-
hend aufgeklart. Der Faktor lasst sich chromatographisch in zwei Kompo-
nenten trennen, TFIIIB’ und TFIIIB” (BARTHOLOMEW et al., 1991; KASSAVETIS et
al., 1991; HUET & SENTENAC, 1992; KASSAVETIS et al.,, 1992b; DIECI et al.,
1993; RUTH et al., 1996). TFIIIB’ besteht aus TBP und einem 70 kDa grof3en
Protein, das auch als yTFIlIB70 bezeichnet wird. TFIIIB70 weist eine grolRe
Homologie zu TFIIB auf, weshalb es auch als BRF1 (TFIIB related factor 1)
bezeichnet wird. Bei TFIIIB” handelt es sich um ein 90 kDa grof3es Protein
(yTFIIB90), zu dem vermutlich eine weitere, bisher wenig charakterisierte Ak-
tivitat gehort, die als TFIIIE bezeichnet wird (DIECI et al., 1993; RUTH et al.,
1996). Sowohl das Gen fur TFIIIB70 als auch das Gen fur TFIIIB90 ist kloniert
worden (LOPEZ-DE-LEON et al., 1992; BURATOWSKI & ZHOU, 1992; COLBERT &
HAHN, 1992; KASSAVETIS et al.,, 1995). Es konnte gezeigt werden, dass
yTFIIIB70 und yTFIIIBOO Uber Interaktion mit der yTFIIIC-Untereinheit t 131 (s.
1.4.3) in den Initiationskomplex integriert werden (BARTHOLOMEW et al., 1991;
KHOO et al., 1994; CHAUSSIVERT et al., 1995; RUTH et al., 1996). Crosslink-
Untersuchungen haben ergeben, dass die Untereinheiten yTFIIIB70 und
yTFIIIBO90 sowie TBP mit der DNA interagieren (BARTHOLOMEW et al., 1991;
PERSINGER et al., 1999). yTFIIIB70 ist fir die Rekrutierung der Polymerase ll|

verantwortlich, mit deren yRPC34-Untereinheit sie in Wechselwirkung tritt
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(WERNER et al., 1992; WERNER et al., 1993; KHOO et al., 1994; THUILLIER et al.,
1995).

Im humanen System kann man nicht von einem Faktor ,TFIIIB“ sprechen, da
fur die Transkription der klassischen und der 5’-regulierten Polymerase-lllI-
Gene zwei verschiedene Formen, TFIlIBa und TFIIIBb, bendtigt werden, die
chromatographisch voneinander getrennt werden kénnen (TEICHMANN &
SEIFART, 1995) und lediglich eine Untereinheit (TFIIIB150) gemeinsam haben.
TFIIIBb ist flr die Transkription der Gene mit genintern liegenden Promotor-
elementen notwendig. Bei diesem Faktor handelt es sich um einen Multipro-
teinkomplex, der sich aus TBP und TAFs zusammensetzt (s. 1.4.5). Es wur-
den mit TBP assoziierte Proteine verschiedener GroRen gefunden, die aller-
dings recht kontrovers diskutiert werden (Ubersicht: PAULE & WHITE, 2000;
GEIDUSCHEK & KASSAVETIS, 2001; HUANG & MARAIA, 2001). Bisher konnten nur
zwei TAFs kloniert werden: Dies sind hTAF90 (WANG & ROEDER, 1995), der
auch als BRF oder hTFIIIB90 bezeichnet wird, sowie hTAF150 (SCHRAMM et
al., 2000; TEICHMANN et al., 2000), der auch als B” oder hTFIlIB150 bezeich-
net wird.

TFIlIBa ist fur die Transkription der 5-regulierten Polymerase-Ill-Gene not-
wendig (s. 1.2) und besteht aus einem TBP-freien Komplex. Fur eine rekon-
stituierte in vitro-Transkription ist die Zugabe von freiem TBP erforderlich.

Die Einbindung von TFIIIBb bzw. TFIlIBa in den Transkriptionskomplex erfolgt
an klassischen Genen mit intern liegendem Promotor Gber TFIIIC2, an 5'-re-
gulierten Genen hingegen Uber das an die TATA-Box gebundene TBP. Auch
im humanen System scheint TFIIIBb bzw. TFIlIBa durch Interaktionen mit
Untereinheiten der Polymerase Il zentral an der Polymerase-lllI-Rekrutierung
beteiligt zu sein (WANG & ROEDER, 1997); es sind jedoch vermutlich weitere

Faktoren hierfur notwendig (s. 1.4.3).

1.4.3 TFIIC

Der Transkriptionsfaktor [lIC ist ebenfalls in der Hefe (S. cerevisiae) am
besten charakterisiert und wird hier auch als t bezeichnet. Er ist flr die Ex-

pression aller Polymerase-llI-Gene notwendig und besteht aus sechs Unter-
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einheiten mit Molekulargewichten von 138, 131, 95, 91, 60 und 55 kDa, die
alle kloniert werden konnten (GEIDUSCHEK & KASSAVETIS, 2001).

Dieser Multiproteinkomplex kann proteolytisch (MARZOUKI et al., 1986), jedoch
nicht chromatographisch, in zwei Domanen aufgespaltet werden: tA enthalt
die 131, 95 und 55 kDa-Untereinheiten, wahrend tB die 138, 91 und 60 kDa-
Untereinheiten beinhaltet (DEPREZ, 1999). Beide Domanen sind durch eine
flexible ,Hinge“- (Scharnier-) Region verbunden (MARzOUKI et al., 1986). t95
(aus tA) und t138 (aus tB) sind die jeweils DNA-bindenden Untereinheiten in
beiden Domanen, wobei Untersuchungen am tRNA-Gen ergeben haben, dass
tA mit der A-Box und tB mit der B-Box interagiert (BARTHOLOMEW et al.,
1990). t131 tritt vermutlich mit yTFIIIB in Wechselwirkung und sorgt so fur
dessen Einbindung in den Initiationskomplex (KHOO et al., 1994; CHAUSSIVERT
et al., 1995; RUTH et al., 1996).

Am Hefe-U6-snRNA-Gen ist yTFIIIC fur die korrekte TFIIIB-Einbindung ver-
antwortlich  und bestimmt desweiteren die Polymerase-Ill-Spezifitat
(WHITEHALL et al., 1995; ROBERTS et al., 1995).

Verglichen mit dem Hefe-Homolog ist der humane TFIIIC erheblich komplexer
aufgebaut. Durch Chromatographie einer PCC-Fraktion Gber MonoQ werden
drei transkriptionsaktive [lIC-Aktivitaten voneinander getrennt, die in der Rei-
henfolge ihrer Elution als TFIIICO, TFIIIC1 und TFIIIC2 bezeichnet werden
(YOSHINAGA et al., 1987; DEAN & BERK, 1987; OETTEL et al., 1997).

Die weitere chromatographische Auftrennung der TFIIICO-Fraktion flhrte zur
Identifizierung eines zu TFIIIC1 funktionell gleichen Faktors, der daher als
TFIIIC1-like bezeichnet wurde und der TFIIIC1 in der Transkription ersetzen
kann. Die TFIlIC1-like-haltigen Fraktionen weisen allerdings nicht die gleiche
Transkriptionseffizienz auf wie die TFIlIC1-haltigen, die Ursache hierfur ist
unbekannt; moglicherweise liegt der Faktor in einer geringeren Konzentration
vor. Weiterhin enthalt die TFIIICO-Fraktion den Transkriptionsfaktor TFIIIU,
der mit TFIIIB50/BRFU identisch ist (s. 1.4.2, personliche Mitteilung Christin
Gruber; TEICHMANN et al., 2000; CABART & MuRPHY, 2002) und der aus-
schlie3lich flr die Transkription der 5’-regulierten Gene notwendig ist, sowie
eine dritte Aktivitat, die als Terminator-bindende Aktivitdt (TBA) bezeichnet

wurde (OETTEL et al., 1997). Die Bindung von TBA an die Terminationsregion

10
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verschiedener Polymerase-llI-Gene flihrt zu einem DNAse-Schutz in diesem
Bereich (OETTEL et al., 1998). Dieser Faktor konnte in der Zwischenzeit klo-
niert werden und es zeigte sich, dass er zur NF1-Familie gehort (WANG et al.,
2000). WANG et al. (2000) fanden weiterhin heraus, dass Mutationen in der
Bindungsregion von TBA zu einer Reduktion der Transkriptionseffizienz auf-

grund einer verschlechterten Termination und Reinitiation fihren.

Uber den Transkriptionsfaktor 1IC1 ist bisher relativ wenig bekannt. Obwohl
dieser Faktor bereits 1987 von YOSHINAGA et al. gefunden wurde, konnte er
bis heute nicht isoliert und kloniert werden. 1998 verdéffentlichten WANG &
ROEDER Daten, die eine Immunodepletion gegen hTFIIC220 (die grofite Un-
tereinheit von TFIIIC2, siehe unten) zeigten. Auf diese Weise isolierten sie ei-
nen Komplex, den sie als Holo-TFIIIC bezeichneten und der u.a. TFIIIC2,
PC4 und DNA-Topoisomerase | enthielt. Sie beschrieben, dass eine dieser
beiden enthaltenen Aktivitaten, PC4 oder DNA-Topoisomerase |, fur eine effi-
ziente in vitro-Transkription am VA I-Gen bendtigt wird. Der Holo-TFIlIC-Kom-
plex wies neben der TFIIIC2-Aktivitat auch TFIIIC1-Aktivitat auf.

1996 beschrieben WANG & ROEDER eine funktionell mit TFIIIC1 austauschbare
Aktivitat, die bei ca. 280 mM KCI von der Phosphocellulose-Saule eluierte
(was im Bereich der klassischen PCB-Fraktion liegt, PCy35) und die sie als
TFIIIC1’ bezeichneten. Auch in unserem Labor konnte in einigen PCB-Prapa-
rationen eine TFIIIC1-Aktivitat nachgewiesen werden (THOMAE, 2000).
YOSHINAGA et al. zeigten 1987, dass TFIIIC1 nicht primar an die DNA bindet,
aber den spezifischen B-Box-Schutz durch TFIIIC2 Uber die A-Box hinaus er-
weitert. Weiterhin fuhrt die Zugabe von TFIIC1 zur Stabilisierung und Ver-
starkung der TFIIIC2-DNA-Bindung (OETTEL, 1994; WANG & ROEDER, 1996;
OETTEL et al., 1997). Es konnte allerdings gezeigt werden, dass TFIIIC2 in
hoher Konzentration auch ohne TFIIIC1 die gesamte Region von der B-Box
bis zum Startpunkt abgedeckt (OETTEL et al., 1997).

TFIIIC1 ist fUr die Transkription aller Polymerase-llI-Gene essentiell (LAGNA et
al., 1994; YooN et al., 1995; OETTEL et al., 1997) und stellt vermutlich den li-
mitierenden Faktor der Polymerase-lll-Transkription dar (YOSHINAGA et al.,
1987; HAERTEL, 1999; THOMAE, 2000). Weiterhin spielt TFIIIC1 unter be-

stimmten Bedingungen eine essentielle Rolle bei der Polymerase-I1I-Rekrutie-
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rung (KOBER et al., 1998) und stellt vermutlich einen zentralen Angriffspunkt
fur die Transkriptionsregulation wahrend des Zellzyklus und der Zelldifferen-
zierung dar (HAERTEL, 1999; THOMAE, 2000; MEISSNER et al., 2002).

Im Gegensatz zu TFIIIC1 ist der Transkriptionsfaktor 11IC2 sehr gut unter-
sucht. Bei TFIIIC2 handelt es sich um einen Multiproteinkomplex bestehend
aus 5 Untereinheiten mit einer GroRe von 220, 110, 102, 90 und 63 kDa
(SCHNEIDER et al., 1989; Y OSHINAGA et al., 1989; KOVELMANN & ROEDER, 1992;
SINN et al., 1995; Ubersicht: HUANG & MARAIA, 2001). Alle Untereinheiten
konnten kloniert werden (L’ETOILE et al., 1994; LAGNA et al., 1994; SINN et al.,
1995; HSIEH et al., 1999a; HSIEH et al., 1999b). TFIIIC2 bindet an die B-Box
der AB-Typ-Promotoren, wobei die gréflite Untereinheit (TFIIIC220) die DNA-
Bindung vermittelt. Ebenso wie TFIIIC110 und TFIIIC90 besitzt TFIIIC220
HAT-Aktivitat (Histon-Acetyl-Transferase), die den hemmenden Einfluss des
Chromatins aufhebt (HSIEH et al., 1999b; HUANG & MARAIA, 2001).

Far TFIIIC2 sind zwei verschiedene Formen beschrieben, die eine unter-
schiedliche Untereinheitenzusammensetzung aufweisen. Bei der einen Form
handelt es sich um einen inaktiven TFIIIC2 (TFIIIC2b), der anstelle von
TFIIC110 ein 77 kDa groRRes Protein besitzt. Die transkriptionsaktive Form
(TFIlIC2a) enthalt die 110 kDa groRe Untereinheit (HOEFFLER et al., 1988;
KOVELMANN & ROEDER, 1992).

144 TBP

Das TATA-Box-bindende Protein (TBP) ist ein genereller Transkriptionsfaktor
aller drei RNA-Polymerasen, besitzt ein Molekulargewicht von 38 kDa und
konnte 1990 kloniert werden (KAo et al., 1990; HOFFMANN et al., 1990). TBP
wird ebenfalls fur die Transkription TATA-Box-loser Gene bendtigt, bei denen
es Uber Protein-Protein-Interaktion wirkt (Ubersicht: ROEDER, 1996). Auler bei
der Transkription der 5-regulierten Polymerase-IlI-Gene liegt TBP in einem
Komplex mit TBP-assoziierten Faktoren (TAFs) vor.

TBP besitzt zwei funktionell getrennte Bereiche, wobei es sich bei dem einen
um den konservierten C-Terminus handelt, der eine Sattelstruktur aufweist.
Mit der konkaven Unterseite des Sattels bindet TBP an die kleine Furche der
DNA im Bereich der TATA-Box (LEE et al., 1991), wobei die DNA geknickt
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wird (HORIKOSHI et al., 1992; Kim et al., 1993). Der N-terminale Bereich ist
nicht konserviert und unterscheidet sich bei den verschiedenen Organismen.
Er ist fur die Interaktion mit anderen Proteinen verantwortlich (Ubersicht:
HERNANDEZ, 1993).

Wie bereits unter 1.4.2 beschrieben, wird TBP in allen drei RNA-Polymerase-
Systemen bendtigt. Bei der Polymerase | liegt TBP im Komplex mit drei TAFs
(48, 63, 110 kDa) vor und wird als SL1 (Selektivitatsfaktor 1) bezeichnet. Die-
ser Komplex ist nicht DNA-bindend (Comal et al., 1992; PAULE & WHITE, 2000).
Bei der Polymerase Il liegt TBP im Komplex mit mindestens zehn TAFs vor
und wird als TFIID bezeichnet (TANESE et al., 1991). TFIID bindet Uber TBP
an die TATA-Box und initiert so die Assemblierung des Polymerase-II-
Transkriptionskomplexes. TFIID ist jedoch auch an der Transkription TATA-
Box-loser Polymerase-lI-Gene beteiligt (Ubersicht: SHARP, 1992).

Wie ebenfalls unter 1.4.2 beschrieben, bindet der Polymerase-Ill-spezifische
TBP-TAF-Komplex, der fur die Transkription der genintern regulierten Gene
bendtigt wird, nicht primar an die DNA, sondern wird Uber Protein-Protein-
Wechselwirkung in den Transkriptionskomplex integriert (TFIIIB bei WHITE et
al., 1992; WANG & ROEDER, 1995; TFIlIBb bei TEICHMANN & SEIFART, 1995).
Fur die Expression der 5’-regulierten Polymerase-llI-Gene wird neben TFIlIBa
freies TBP bendtigt, das direkt an die TATA-Box bindet (WALDSCHMIDT et al.,
1991; SIMMEN et al., 1991; TEICHMANN & SEIFART, 1995; SCHRAMM et al., 2000;
CABART & MURPHY, 2001; CABART & MURPHY, 2002).

1.4.5 PBP

Dieser Transkriptionsfaktor wird nur fur die Expression der 5-regulierten Po-
lymerase-IlI-Gene bendtigt, bei denen er an das Proximale Sequenz-Element
(PSE) bindet und daher als PSE-bindendes Protein (PBP) bezeichnet wird
(WALDSCHMIDT et al.,, 1991). Die DNA-Bindung durch PBP stellt den ge-
schwindigkeitsbestimmenden Schritt bei der Transkription der 5’-regulierten
Gene dar (WANANDI et al., 1993).

Es wurden unabhangig von PBP zwei Aktivitdten beschrieben, die ebenfalls
das PSE binden und als snRNA activating protein complex (SNAPCc;
SADOWSKI et al., 1993; HENRY et al., 1996) bzw. PSE binding transcription
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factor (PTF; MURPHY et al., 1992) bezeichnet wurden. Vermutlich handelt es

sich bei allen drei Aktivitaten um den gleichen Multiproteinkomplex.
1.5 Der Transkriptionszyklus im Polymerase-Ill-System

1.5.1 Sequenzieller Aufbau des Initiationskomplexes

Der Aufbau des Initiationskomplexes ist in der Hefe (S. cerevisiae) sehr gut
untersucht. Hier stellt yTFIIIC den primar DNA-bindenden Transkriptionsfaktor
dar, der an die A-Box und die B-Box des Promotors bindet (s. 1.4.3). Uber
Protein-Protein-Interaktion wird yTFIIIB in den Initiationskomplex integriert und
bindet jetzt ebenfalls an die DNA (s. 1.4.2); er ist jedoch nicht in der Lage, in
Abwesenheit von yTFIIIC die Promotor-Sequenzen zu erkennen und zu
binden. Der yTFIIC-yTFIlIB-Komplex am tRNA- und 5S-rRNA-Gen schiitzt
die DNA bis ca. Bp -42 im 5'-flankierenden Bereich des Gens vor DNAse-I-
Verdau. Es zeigt sich jedoch eine Hypersensitive Site im Bereich des Initia-
tors, so dass Interaktionen der Polymerase Il mit dem Initiator moglich sind

(KASSAVETIS et al., 1989; BRAUN et al., 1989; KASSAVETIS et al., 1990).

Im humanen System besteht der erste Schritt im Transkriptionszyklus eben-
falls aus der Anlagerung von primar DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren
an bestimmte DNA-Sequenzen des entsprechenden Promotors (Initiation).
Am 5S-rRNA-Gen erfolgt dies durch die Bindung von TFIIIA an die ICR, am
VA |- und tRNA-Gen durch die Bindung von TFIlIIC2 an die B-Box sowie am
U6-snRNA-Gen durch die Bindung von PBP an das PSE. Anschlielend la-
gern sich die anderen Transkriptionsfaktoren in sequenzieller Reihenfolge an
den Initiationskomplex an (LASSAR et al., 1983; BIEKER et al., 1985; DEAN &
BERK, 1988; OETTEL et al., 1997): Im Falle des 5S-rRNA-Gens wird TFIIIC2
uber Protein-Protein-Interaktion in den bestehenden Komplex aus TFIIIA und
der DNA eingebunden. Bei den AB- und AC-Typ-Promotoren wird als nach-
ster Faktor TFIIIBb rekrutiert; der genaue Mechanismus und die Bindungsre-
gion sind allerdings noch nicht bekannt. Interaktionen von TFIIIC2-Unterein-
heiten (TFIIIC102 und TFIIC63) mit TFIIIBOO und TBP (HSIEH et al., 1999a;
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HSIEH et al., 1999b) geben allerdings Hinweise darauf, dass eine direkte In-
teraktion zwischen diesen beiden Faktoren erfolgt.

Am 5S-rRNA-Gen durchgeflihrte Gelfiltrationsexperimente haben gezeigt,
dass TFIIIBb als dritter Faktor in den Initiationskomplex eingebunden wird,
nachdem TFIIIA und TFIIIC2 bereits gebunden haben (RIEMANN, 2002). Es
sind zwar Interaktionen von TFIlIBb mit der Polymerase-lll-Untereinheit
RPC39 bekannt (WANG & ROEDER, 1997), diese allein scheinen allerdings
nicht fur die Rekrutierung der Polymerase Ill auszureichen, da in Abwesenheit
von TFIIIC1 keinerlei Transkriptionsaktivitdt nachzuweisen ist (RIEMANN,
2002). TFIIIC1 ist also essentiell notwendig fir die 5S-rRNA-Transkription.
Das gleiche gilt fur die Transkription der AB-Typ-Gene.

Untersuchungen am Polymerase-ll-abhangigen Enten-H5-Gen mit humanen
Polymerase-llI-Transkriptionsfaktoren zeigten, dass hier TFIlIBb ohne die
Hilfe von TFIIIA und/oder TFIIIC2 an das Gen binden kann und bei Zugabe
von TFIIC1 in der Lage ist, die Polymerase Ill zu rekrutieren und die Tran-
skription zu initiieren (KOBER et al., 1998).

Am U6-snRNA-Promotor findet eine kooperative Bindung von TBP statt, wenn
PBP (SNAPc) bereits an das PSE gebunden hat, doch freies TBP kann auch
in Abwesenheit von PBP an die TATA-Box binden (MITTAL et al., 1997; MA &
HERNANDEZ, 2002).

Uber Protein-Protein-Interaktion mit TBP wird zuerst TFIIIB50 (TFIIIU/BRFU)
in den entstehenden Komplex eingebunden (OETTEL et al., 1998; SCHRAMM et
al., 2000), anschlielRend wird TFIIIB150 rekrutiert und bildet zusammen mit
TFIIB50 TFllIBa (CABART & MURPHY, 2001; CABART & MURPHY, 2002).

Auch hier wird TFIIIC1 bendtigt, bevor die Polymerase Il rekrutiert werden
kann (YOON et al., 1995; OETTEL et al., 1997).

In der Hefe kénnen durch Heparin-Einwirkung yTFIIIC und yTFIIIA von der
DNA abgelost werden, wahrend yTFIIIB an der DNA gebunden bleibt und
weiterhin multiple Transkriptionsrunden initieren kann (KASSAVETIS et al.,
1990). Daher wird yTFIIIB als der alleinige Initiationsfaktor in der Hefe ange-
sehen. Dies wird durch eine direkte Interaktion zwischen yTFIIIB (yTFIIIB70)
und der Polymerase Ill (yRPC34, yRPC17) ermdglicht (WERNER et al., 1993;
KHOO et al., 1994; BRUN et al., 1997; ANDRAU et al., 1999; FERRI et al., 2000).

15



Einleitung

Auch im humanen System gibt es Hinweise darauf, dass TFIIIC2 zwar durch
Heparin-Einwirkung abgeldst wird, der an der DNA verbliebene TFIIIBb aber
trotzdem in der Lage ist, TFIIIC1 und die Polymerase Ill zu rekrutieren und

eine Multiple-Round-Transkription einzuleiten (WAGNER, 2002).

1.5.2 |Initiation, Elongation, Termination und Reinitiation

Nachdem die Polymerase Il in den Initiationskomplex eingebunden worden
ist, spricht man von einem binaren (bestehend aus DNA und Proteinen), ge-
schlossenen Komplex (BIEKER et al., 1985; KASSAVETIS et al., 1990;
KOVELMANN & ROEDER, 1990; KASSAVETIS et al., 1992a). Jetzt schmilzt die
Polymerase IIl die DNA im Bereich des Startpunkts auf, womit der binare, ge-
schlossene Komplex in einen binaren, offenen Komplex Ubergeht. Dieser
Vorgang ist reversibel. Sobald die Polymerase Ill mit der RNA-Synthese be-
gonnen hat, spricht man von einem ternaren Komplex. Dieser Vorgang ist ir-
reversibel und die sich in der Elongationsphase befindliche Transkription kann
auch nicht durch hohe Konzentration von Heparin, Salz oder Sarkosy! gestort
werden (KOVELMANN & ROEDER, 1990; KASSAVETIS et al., 1992a; GEIDUSCHEK
& KASSAVETIS, 1992).

Der Vorgang der Elongation stellt die Verlangerung der RNA-Kette dar und
wird solange fortgefiihrt, bis die Polymerase auf den Terminator trifft, der aus
mindestens vier Thymidinresten im nicht-kodierenden Strang besteht und an
dem die RNA-Synthese beendet wird. Die Starke des Terminators hangt von
der Anzahl der Thymidinreste ab (BOGENHAGEN & BROWN, 1981; GEIDUSCHEK
& TOCCHINI-VALENTINI, 1988).

Es konnte bisher nicht eindeutig geklart werden, ob die an den genintern lie-
genden Promotor gebundenen Transkriptionsfaktoren fur die Polymerase ein
Hindernis darstellen oder ob die Transkriptionsfaktoren wahrend der Passage
der Polymerase voribergehend abgelést werden. In der Hefe konnte gezeigt
werden, dass der an die DNA gebundene TFIIIC fur die Polymerase kein Hin-
dernis (und damit Syntheseverzdgerung) darstellt, zumindest solange TFIIIC
in der korrekten Orientierung an die DNA gebunden vorliegt. Vermutlich wird
TFIIIC aber von der Polymerase abgelost (MATSuzAKI et al., 1994;
BARDELEBEN et al., 1994).
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An so genannten ,Pausing Sites” in den Polymerase-IlI-Genen in der Hefe
arretiert die Polymerase Il reversibel wahrend der Elongation (STEINBERG &
BURGESS, 1992; MATSUZAKI et al., 1994; BARDELEBEN et al., 1994; SHAABAN et
al., 1996). Diese Pausing Sites kontrollieren die Geschwindigkeit der Polyme-
rase Il und werden von ihr bendétigt, um die Transkription am Terminator zu
beenden (SHAABAN et al., 1996; BOBKOVA & HALL, 1997; CHEDIN et al., 1998).
Sobald die Polymerase den Terminator erreicht und erkannt hat, wird der ter-
nare Komplex aufgelost, indem die synthetisiete RNA aus dem Komplex
entlassen wird. Direkt nach Freisetzung der RNA dissoziiert die Polymerase |l
von der DNA (CAMPBELL & SETZER, 1992).

In der Hefe (S. cerevisiae) konnte gezeigt werden, dass die Polymerase nach
Beendigung des ersten Zyklus an den gleichen Prainitiationskomplex zuruck-
kehrt (Reinitiation) und nicht auf einen anderen aufspringt (DIECI & SENTENAC,
1996). Fur die klassischen Gene im humanen System wurde ebenfalls be-
schrieben, dass die Polymerase nach der Termination ein zweites Mal an den
Initiator rekrutiert wird. Dieser Vorgang unterscheidet sich allerdings von der
primaren Initiation, da die Assemblierung des Transkriptionskomplexes bereits
erfolgt ist. Das bedeutet, dass der einmal assemblierte Komplex fir mehrere
Zyklen erhalten bleibt, wobei nicht klar ist, ob alle Transkriptionsfaktoren an
der DNA gebunden bleiben (KOVELMANN & ROEDER, 1990; WESER, 2000).

Wie in vitro-Versuche zeigten, dauert die Assemblierung des Transkriptions-
komplexes einige Minuten, wahrend die RNA-Synthese nur Sekunden dauert
(BIEKER et al., 1985; KOVELMANN & ROEDER, 1990; MATSUzAKI et al., 1994;
BARDELEBEN et al., 1994; DIecl & SENTENAC, 1996). Wahrscheinlich sind die
Uber hundert Reinitiationsvorgange pro Stunde an immer dem gleichen Tran-
skriptionskomplex fir die au3erordentliche Syntheseleistung der Polymerase
[l in Eukaryoten verantwortlich (KOVELMANN & ROEDER, 1990: DIECI &
SENTENAC, 1996).

1.6 Das Retinoblastoma-Protein (Rb)

Das Retinoblastoma-Protein (Rb) gehoért zur Gruppe der Tumorsuppressor-
proteine (Rb, p107, p130, p53), die eine wichtige Rolle bei der Transkriptions-

kontrolle spielen. Bei Rb handelt es sich um ein 105 kDa grof3es nukleares
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Phosphoprotein, das im hypophosphorylierten Zustand proliferationsinhibie-
rende Wirkung zeigt (LEE et al., 1987; LEE et al., 1988; BERNARDS et al., 1989;
KouzaARIDES, 1993). Im Laufe des Zellzyklus wird Rb von Cyclin-abhangigen
Kinasen phosphoryliert, was zu einer Reduktion der Aktivitdt von Rb fuhrt; im
hyperphosphorylierten Zustand hat Rb ein Molekulargewicht von 116 kDa
(Ubersicht: TAYA, 1997).

Der C-Terminus von Rb weist eine ,Pocket‘-Domane auf, mit der hypophos-
phoryliertes Rb unterschiedliche zellulare Proteine binden kann, die sowohl
positiv als auch negativ an der Transkriptionsregulation bestimmter Gene be-
teiligt sind (z.B. ATF-2, E2F, Myo-D; Ubersicht: KOUZARIDES, 1993).
Desweiteren wird die RNA-Synthese der Polymerase | und Il durch Rb regu-
liert. Im Polymerase-I-System ist UBF (upstream binding factor) das Zielpro-
tein von Rb. UBF stimuliert die Transkription des 45S-rRNA-Gens durch die
Interaktion mit der Polymerase | und wahrscheinlich auch SL1 (s. 1.4.2 und
1.4.4; Ubersicht: TAYA, 1997).

Verschiedene Beobachtungen fihrten zu der Annahme, dass im Polymerase-
[lI-System TFIIIB (was in diesem Falle TFllIBb entspricht, da diese Untersu-
chungen nur an den klassischen Polymerase-IlI-Genen durchgefihrt wurden)
der Angriffspunkt fiir Rb sein kénnte (Ubersicht: WHITE, 1997): Die Zugabe
von rekombinantem Rb zu einer rekonstituierten in vitro-Transkription hatte
eine Aktivitatsabnahme von TFIIIB(b) zur Folge, aber keine Reduktion der
Bindungsaktivitat von TFIIIC (TFIIC2). Auch die Koelution einer Rb-Popula-
tion mit TFIIIB(b) Uber mehrere Chromatographien sowie die Daten aus einer
Immunoprazipitation, die zeigten, dass Rb mit Untereinheiten von TFIIIB(b)
komplexiert vorliegt, wiesen darauf hin, dass TFIIIB(b) das Zielprotein fur Rb
darstellt (SUTCLIFFE et al., 1999).

Gegen eine stabile Komplexierung von Rb und TFIlIBb sprechen allerdings
Daten, die deutlich zeigen, dass eine Trennung von TFIIIBb und Rb mit Hilfe
einer Ammoniumsulfatfallung (30 % (NH4)2SO4) bzw. einer ESF-Chromato-
graphie relativ leicht mdglich ist (HAERTEL, 1999; THOMAE, 2000).

Weiterhin zeigten Experimente mit murinen F9-Zellen, bei denen die Differen-
zierung von embryonalen Carcinomazellen (EC) zu parietalen Endodermzel-
len (PE) untersucht wurde, dass nicht TFIIIBb (s. 1.4.2), sondern TFIIIC1 der
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limitierende Faktor wahrend der Differenzierungsphase ist und damit verant-
wortlich fir die Repression der Polymerase-lll-Transkription (THOMAE, 2000;
MEISSNER et al., 2002). Untersuchungen hinsichtlich einer mdglichen Interak-
tion zwischen Rb und einem der basalen Polymerase-lll-Transkriptionsfakto-
ren brachten keine Anhaltspunkte flr eine derartige Komplexierung. Im Ge-
genteil, gerade die transkriptionsstimulierende TFIIIC1-Fraktion enthielt eine
grole Menge an hypophosphoryliertem, aktivem Rb. Auch zeigten die undiffe-
renzierten und die differenzierten Zellen keinen signifikanten Unterschied in
ihrem Rb-Gehalt (THOMAE, 2000; MEISSNER et al., 2002).

1.7 Der Positive Cofactor 4 (PC4) und die DNA-Topoiso-
merase |

Sowohl die DNA-Topoisomerase | als auch der Positive Cofactor 4 (PC4) ist
als Aktivator der Polymerase-II-Transkription bekannt (KRETZSCHMAR et al.,
1993; KRETZSCHMAR et al., 1994; MERINO et al., 1993; GE & ROEDER, 1994,
Ubersicht: KAISER & MEISTERERNST, 1996; SHYKIND et al., 1997). PC4 stabili-
siert den am Promotor gebildeten TFIID/TFIIA-Komplex (KAISER et al., 1995),
indem er mit transaktivierenden Domanen 5’-gebundener Faktoren und mit
TFIIA interagiert und so die Transkription verschiedener Polymerase-lI-Gene
verstarkt (GE & ROEDER, 1994; KRETZSCHMAR et al., 1994). Die C-terminale
Halfte des Proteins kann mit einzelstrangiger DNA interagieren (BALLARD et
al., 1988; KRETZSCHMAR et al., 1994), wahrend die N-terminale Halfte von PC4
doppelstrangige DNA destabilisiert und so moglicherweise zur Promo-
toréffnung beitragt (WERTEN et al., 1998). Die Phosphorylierung von PC4
durch die Proteinkinase CK2 (s. 1.8) inhibiert die Bindung an doppelstrangige
DNA und die stimulierende Aktivitat des Proteins (GE & ROEDER, 1994;
KRETZSCHMAR et al., 1994; KAISER et al., 1995). Der genaue Mechanismus,
wie PC4 die Polymerase-lll-Transkription stimuliert, ist allerdings noch nicht
bekannt.

Die Topoisomerase | interagiert ebenfalls mit TFIID (MERINO et al., 1993) und
verstarkt die Bildung eines aktiven TFIID/TFIIA-Komplexes am Promotor
(SHYKIND et al., 1997). AuRerdem stimuliert die DNA-Topoisomerase | die

Polymerase-I-Transkription, indem sie die zunehmende Torsion wahrend der
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Elongation behebt (GARG et al., 1987; ZHANG et al., 1988). Der stimulierende
Effekt der DNA-Topoisomerase | in der Polymerase-Il- und -llI-Transkription
hangt dagegen - zumindest in vitro - nicht mit der Topoisomerase-Aktivitat des
Proteins zusammen (KRETZSCHMAR et al., 1993; MERINO et a., 1993; SHYKIND
et al., 1997), was aber mit der Situation in vivo nicht unbedingt identisch sein

muss (WANG & ROEDER, 1998).

1.8 Die Proteinkinase CK2

Die friher als Casein Kinase bezeichnete Proteinkinase CK2 ist ein hochkon-
serviertes Protein, das wachstumsférdernde und onkogene Eigenschaften
besitzt (Reviews: LITCHFIELD, & LUSCHER, 1993; ALLENDE & ALLENDE, 1995).
Die CK2 phosphoryliert Proteine, sowohl im Kern als auch im Zytoplasma, an
Serin- und Threonin-Resten. Bei dieser Proteinkinase handelt es sich um ein
Tetramer, das zum einen aus zwei katalytischen Untereinheiten, a und a’,
zum anderen aus zwei regulatorischen Untereinheiten, b und b’, besteht.
JOHNSTON et al. (2002) zeigten, dass TFIIIBb in einem stabilen Komplex mit
der CK2 vorliegt. Nur in diesem Zustand soll TFIIIBb aktiv sein und in den

Polymerase-lll-Transkriptionskomplex eingebunden werden kdnnen.

1.9 Zielsetzung

Obwohl der Transkriptionsfaktor 11IC1 bereits seit 15 Jahren bekannt ist,
konnte bisher die genaue Struktur und Funktionsweise dieses Proteins nicht
aufgeklart werden. Es konnte gezeigt werden, dass TFIIIC1 bei der Transkrip-
tionsregulation wahrend des Zellzyklus und der Zelldifferenzierung eine Rolle
spielt (HAERTEL, 1999; THOMAE, 2000; MEISSNER et al., 2002). Die genaue Wir-
kungsweise des Transkriptionsfaktors IlIC1 im Ablauf des Transkriptions-
zyklus ist allerdings bisher nicht bekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher zum einen, die funktionelle Beziehung
von TFIIIC1 zu anderen, die Polymerase-llI-Transkription beeinflussenden
Proteinen nachzuweisen. Zum anderen sollte der Faktor soweit gereinigt wer-
den, dass einzelne Polypeptide des Multiproteinkomplexes im Hinblick auf

ihre spatere Klonierung identifiziert werden kénnen.
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2 Material

Radioaktive Nukleotide:

(a->*P)GTP (3000 Ci/mmol) Amersham Biosciences, Freiburg;
Hartmann, Braunschweig
(¢>>P)ATP (7000 Ci/mmol) ICN, Eschwege

Unmarkierte Nukleotide:

Desoxy-/Ribonukleosidtriphosphate Roche, Mannheim

Enzyme, Antikorper und Inhibitoren:
DNA-modifizierende Enzyme:

Restriktionsendonukleasen (jeweils mit  Roche, Mannheim; Biolabs,

geeignetem Puffer): Schwalbach
T4-Polynukleotidkinase Roche, Mannheim
T4-DNA-Ligase Roche, Mannheim

alkalische Phosphatase aus Kalberdarm Roche, Mannheim
(CIP)

Sonstige Enzyme:

Casein Kinase Il (human, recombinant)  NEB, Frankfurt/Main

DNA-Topoisomerase | MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Proteinase K Roche, Mannheim

RNAse A Roche, Mannheim
Tag-Polymerase Sigma Aldrich, Deisenhofen
Antikorper:

Anti-Maus-lg, Meerrettich-Peroxidase- Amersham Biosciences, Freiburg
gekoppelt

Anti-Kaninchen-Ig, Meerrettich-Peroxi- Amersham Biosciences, Freiburg

dase-gekoppelt

Anti-Maus-lg, '?° markiert (21,3 uCi/ug) Amersham Biosciences, Freiburg
Anti-Kaninchen-lg, "I markiert Amersham Biosciences, Freiburg
(21,3 pCi/ug)

Mouse-anti-Human Rb (gegen alle Formen) PharMingen, San Diego

Casein Kinase lla (H-286), rabbit Santa Cruz, Heidelberg
polyclonal 1IgG

monoklonale Antikdrper (Maus) gegen hTBP

polyklonale Antikdrper (Kaninchen) gegen hTFIIIBOO

polyklonale Antikdrper (Kaninchen) gegen hTFIIIC63
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Inhibitoren:

Heparin, Natriumsalz, Grade |-A aus
Schwein

a-Amanitin

Prime RNAse Inhibitor™

Kits:

ECL Western Blotting detection reagent
QIAquick Nucleotide Removal Kit (250)

EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotinylation Kit

ImmunoPure® Ultra-Sensitive ABC
Peroxidase Staining Kit

Marker:

pBR 322 DNA-Mspl Digest
Proteinmarker (Mark 12 MW Standard)
SeeBlue™plus2 (Prestained Standard)

Gelelektrophoretische Materialien:

Acrylamid
Ammoniumperoxodisulfat
Bromphenolblau
Dichlorodimethylsilan
Ethidiumbromid

Formamid

Harnstoff
Natriumdodecylsulfat (SDS)
N,N,-Methylenbisacrylamid
N,N,N',N'-Tetramethylethylenamid
(TEMED)

ProSieve® 50 Gel Solution
Xylen Cyanol FF

Chromatographie-Medien:

Phenyl Sepharose® 6 FF (high sub)
(1 ml Fertigsaule)

EMD-DEAE Fractogel 650 (S)
EMD-SOg3’ Fractogel 650 (S)

Mono Q (Fertigsaule) HR 10/10
Mono S (Fertigsaule) HR 5/5
Phosphocellulose P 11

Q Sepharose FF (Fast Flow)

Source 15 S

Superdex 200 HR 10/30 (Fertigsaule)
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Sigma Aldrich, Deisenhofen

Roche, Mannheim
Eppendorf, Hamburg

Amersham Biosciences, Freiburg
Qiagen, Hilden

Pierce, Rockford

Pierce, Rockford

Biolabs, Schwalbach
Novex, San Diego
Novex, San Diego

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Fluka, Buds (Schweiz)
Serva, Heidelberg

Fluka, Buds (Schweiz)
Gerbu, Gaiberg

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Bio Whittaker, Rockland Maine
Serva, Heidelberg

Amersham Biosciences, Freiburg

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Whatman, London
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
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Sephadex G25
Sephacryl 400 und 500

Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg

Reagenzien fir mikrobiologische Arbeiten:

Agar

Agarose

Ampicillin (Ratio®)
Bacto-Trypton
Hefeextrakt

IPTG (Isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid)

5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-R-D-
Galaktopyranosid (X-Gal)

Sonstige Materialien und Substanzen:

DE81 Membran
Dialyseschlauch

Dithiothreitol (DTT)

Ethylendiamin-N,N,N",N"-tetraessigsaure

(EDTA)

Filterpapier 177CHR
Glykogen

Imaging Plate BAS-MP 2040
Isoamylalkohol
Kaliumchlorid
Mikrokollodiumhulsen
Mikrospin-Saule Mobicol
Milchpulver
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-
Ethansulfonsaure (HEPES)
Natriumchlorid

Phenol

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Polaroid-Film Polapan 57
Protein dye concentrate (Bradford)
Rinderserumalbumin (BSA)

RNAse Block Ribonuclease Inhibitor

Spermin 4HCI
Spermidin 3HCI

Standard-Proteingemisch fir Gelfiltration

StrataCleanO Resin Silica Partikel

Szintillationscocktail Rotiszint ecoplus

Transfermembran Immobilon P

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Tween 20

Verstarkerfolie (Intensifying Screen)

X-Omat UV Film

Life Technologies, Paisley, UK
Eurogentec, Borken
Ratiopharm, Ulm

Life Technologies, Paisley, UK
Life Technologies, Paisley, UK
Life Technologies, Paisley, UK
Roche, Mannheim

Whatman, London
Roth, Karlsruhe

Gerbu, Gaiberg
Gerbu, Gaiberg

Whatman, London
Fermentag, Littauen
Fuji, Kanagawa, Japan
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sartorius, Goéttingen
MoBiTec, Gottingen
Gifco, Detroit

Gerbu, Gaiberg

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Polaroid, Frankfurt

Biorad, Minchen
Boehringer Mannheim
Stratagene, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Stratagene, Heidelberg
Roth, Darmstadt

Millipore, Bedford, USA
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Du Pont, Nemours
Eastman-Kodak, Rochester

alle anderen nicht aufgefuhrten Chemikalien stammen von: Merck, Darmstadt
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Zellkultur:
HEK-Tumorzelllinie Institutseigene Linie
HelLa-Tumorzelllinie Institutseigene Linie

Zellkulturmaterialien:

"Minimum Essential" Medium (S-MEM)  Life Technologies, Paisley, UK

Hybridoma-Medium Life Technologies, Paisley, UK
"New born" Kalberserum Life Technologies, Paisley, UK
Fatales Kalberserum Life Technologies, Paisley, UK
Streptomycinsulfat Serva, Heidelberg
Penicillin-Streptomycin-Losung Life Technologies, Paisley, UK
L-Glutamin Biochrom

Bakterienstamme:

E.coli XL1-Blue Institutseigener Stamm

Verwendete Plasmide und andere Desoxynukleinsauren:

pUVAA1 tragt das aus pVA Uber Sall/Alul -Restriktion gewonnene VAI-Gen in
der Hincll-Stelle von pUC 18 (SCHNEIDER et al., 1989).

puc9 Institutseigenes Plasmid

poly-(didC) Roche, Mannheim

Oligonukleotide (Primer):

M13 sequencing Primer (17mer):
5’-gtaaaacgacggccagt-3’

M13 reversed sequencing Primer (17mer)
5’-caggaaacagctatgac-3’

M13 sequencing Primer (24mer)
5’-cgccagggttttcccagtcacgac-3’

M13 reversed sequencing Primer (24mer)
5’-agcggataacaatttcacacagga-3’
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3 Methoden

Vorbemerkung: Die im Folgenden aufgefiihrten Lésungen wurden, wenn nicht anders

angegeben, in Reinstwasser einer Christ Labostil — Anlage angesetzt (Aqua bidest).

3.1 Anzucht und Stammhaltung von Bakterien

Material:

L-Broth (LB)-Medium:  5g NaCl; 5 g Hefeextrakt; 10 g Trypton; ad 1000 ml A.bid.

TB-Medium: 12 g Trypton; 24 g Hefeextrakt; 4 ml 100 % Glyzerin;
2,31 g KH,POy4; 12,5 g K;HPO,; ad 1000 ml A.bid.

Ampicillin: 100 mg/ml (Ampicillin ratio®)

Durchfiihrung:

Alle Arbeiten mit Bakterien wurden unter Verwendung autoklavierten Materials
unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Die Anzucht der Bakterien wurde
entweder in LB-Medium (fur analytische Zwecke) oder in TB-Medium (zur
Praparation groferer Mengen Plasmid-DNA) durchgeflhrt. Die jeweils ange-
impften Medien enthielten 100 nmg/ml Ampicillin und wurden bei 37°C und 250
Rpm auf dem Schattler inkubiert.

3.2 Zellkultur

3.2.1 Anzucht menschlicher Tumorzellen in Suspensionskultur

Materialien:

Eagle’s Minimalmedium

New Born Kalberserum

Antibiotika-Losung: Penicillin: 1000 U/ml; Streptomycin: 755 U/ml
Streptomycinsulfat

Natriumhydrogencarbonat

Durchfiihrung:

Anzucht und Stammhaltung der menschlichen Cervix-Karzinom-Zelllinie HeLa
und der embryonalen Nierenzelllinie HEK erfolgte in ,Eagle's minimal essen-
tial medium* (S-MEM) unter Zusatz von 5% (v/v) ,new born“ Kalberserum, 1%

(v/v) Penicillin-Streptomycin-Lésung, 0,1 mg/ml Streptomycinsulfat und 2,2
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mg/ml Natriumhydrogencarbonat bis zu einer Zelldichte von 4-6 x 10° Zellen

pro ml Medium.

3.3 Praparation zellfreier Extrakte

3.3.1 Praparation von zytoplasmatischem Extrakt (S100) aus
HeLa- oder HEK-Zellen (nach WEIL et al., 1979)

Materialien:
Puffer 1: 30 mM Tris-HCI (pH 7,4); 150 mM NaCl
Puffer 2: 10 mM Tris-HCI (pH 7,9); 10 mM KCI;
1,5 mM MgClo; 0,6 mM DTT
Puffer 3: 300 mM Tris-HCI (pH 7,9); 1,4 M KCI; 30 mM MgClo
DTT
PMSF: 100 mM in Isopropanol
Durchfiihrung:

Die Zellen wurden durch zehnminitige Zentrifugation bei 1000 x g (1300
Rpm, 4°C) sedimentiert und mit Puffer 1 gewaschen. Nach Bestimmung des
.packed-cell-volume” (PCV) wurden die Zellen anschlief’iend durch Aufnahme
in 2,5 x PCV hypotonem Puffer 2 und Inkubation fir 20 Minuten im Eisbad
zum Quellen gebracht. Zum Aufschluss der Zellen wurden diese im Potter
homogenisiert, wobei die Vollstandigkeit der Homogenisierung lichtmikrosko-
pisch verfolgt wurde (Zerstorung der Zellmembran unter Erhalt der intakten
Kerne). Nachdem durch Zufligen von 1/10 Volumenteil hypertonem Puffer 3
wieder isotonische Bedingungen hergestellt worden waren, folgte eine Ultra-
zentrifugation fir 90 Minuten bei 100000 x g (= 33000 Rpm; Beckmann Ti 60)
und 4°C, bei der Kerne und Zelltrimmer sedimentieren. Der ,S100“-Uber-
stand (S = Supernatant) wurde dekantiert mit Glyzerin auf eine Endkonzen-
tration von ca. 10% Glyzerin verdinnt, mit 3 mM DTT und 0,2 mM PMSF ver-
setzt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren. Die Protein-

konzentration der Uberstande betrug 10-15 mg/ml.
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3.3.2 Praparation von Kernextrakt (modif. nach SHAPIRO et al.,

1988)

Materialien:

Puffer 1: 30 mM Tris-HCI (pH 7,4); 150 mM NaCl;

Puffer 2: 10 mM Hepes (pH 7,9); 0,75 mM Spermidin-3HCI; 0,15
mM Spermin-3HCI, 0,1 mM EDTA (pH 8); 0,1 mM EGTA
(pH 8), 7,5 mM DTT; 10 mM KCI

Puffer 3: 0,5 M Hepes (pH 7,9); 7,5 mM Spermidin-3 HCI; 1,5 mM
Spermin-3 HCI, 100 mM KCI; 2 mM EDTA; 7,5 mM DTT

Puffer 4 9 Volumen 75% (w/v) Saccharose, 1 Vol. Puffer 3

Puffer 5: 20 mM Hepes (pH 7,9); 0,75 mM Spermidin-3 HCI, 0,15
mM Spermin-3HCI, 0,2 mM EDTA; 0,2 mM EGTA, 7,5
mM DTT; 25% Glyzerin

Ammoniumsulfat-Lsg.: gesattigte Loésung bei 0°C (>3,9 M Ammoniumsulfat)

Durchfiihrung:

Bei einer Zelldichte von 4-7 x 10° Zellen / ml Medium wurden die Zellen durch
10 min Zentrifugation bei 700 Rpm (170 x g) und 4°C pelletiert und dann in
Puffer 1 gewaschen. Das PCV (,packed cell volume*) wurde durch Aufnahme
der Zellen in 100 ml Puffer 1 bestimmt (PCV= x-100 ml). Die Zellen wurden in
5 x PCV (hypotonem) Puffer 2 aufgenommen und fir 10 Minuten auf Eis
quellen gelassen. Nach erneuter Pelletierung und Aufnahme in 2 x PCV Puf-
fer 2 wurden die Zellen durch flinfmaliges Pottern aufgeschlossen. Um die
noch intakte Kernmembran zu schutzen, wurde zugig durch Zugabe von 0,1
VT Puffer 4 wieder isotone Verhaltnisse geschaffen. Danach wurden die
Kerne durch 30-60 Sekunden Zentrifugation bei 10000 Rpm im Sorvall HB4-
Rotor pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet aus den Kernen
wurde in 3 ml/10° Zellen Puffer 5 durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren in
einer 10 ml Glaspipette homogenisiert und in ein Becherglas grof3en Durch-
messers Uberfiihrt. Uber 10 Minuten wurden 0,1 Volumenteile der geséttigten
Ammoniumsulfatldsung tropfenweise zugesetzt und somit die Kerne aufge-
schlossen. Nach Zugabe etwa der Halfte der Ammoniumsulfatiésung bildete
sich ein zaher Schleim. Nach weiteren 30 Minuten Ruhren wurde die hochvis-
kdse Ldésung in Ultrazentrifugationsréhrchen Gberfihrt und 90 Minuten bei
40000 Rpm (180000 x g, Beckmann Ti-55.2, 4°C) zentrifugiert. Danach wurde

vorsichtig eine kleine Lipidschicht abgehoben und der Uberstand dekantiert.
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Dieser wurde unter zweimaligem Pufferwechsel 6-8 Stunden gegen Phospho-

cellulosepuffer dialysiert (3.5.6).

3.4 Gelelektrophoretische Methoden

3.4.1 Agarose-Gele

Zur GroRen- und Konzentrationsbestimmung groRer DNA-Fragmente
(>600 bp) dienen native Agarose-Gele. Die Elektrophorese erfolgt, je nach

Trennproblem, in Gelen mit einem Agarosegehalt von 0,8 bis 1,5% (w/v).

Material:

Agarose
5 x TBE-Puffer: 450 mM Tris; 450 mM Borsaure; 1,5 mM EDTA
10 x TBE-Probenpuffer: 10 x TBE (s.0.) mit 50% (w/v) Saccharose;

1% (w/v) Bromphenolblau; 1% (w/v) Xylencyanol

Geltyp: Flachbett-Gele
Lauf: 0,5 bis 2 Stunden bei 5V/cm Elektrodenabstand
Durchfiihrung:

Die entsprechende Menge Agarose wurde in 1 x TBE-Puffer unter Aufkochen
gelést und nach kurzzeitigem Abkuhlen in die Gelapparatur gegossen. Um
eine Uberladung bei praparativen Gelen zu vermeiden, sollte die maximale
DNA-Menge 5 ng pro cm Gel-Breite nicht tGberschreiten. Die Gele wurden be-
reits vor dem Gielden mit Ethidiumbromid versetzt. Die GréRe und Menge der
aufgetragenen DNA-Fragmente wurde durch Vergleich mit Markerfragmenten

bekannter GroRe und Konzentration nach 3.6.5 bestimmt.

3.4.2 Denaturierende Polyacrylamid-Harnstoff-Gele

Zur Analyse der durch in vitro Transkription synthetisierten, radioaktiv mar-
kierten RNA-Molekile (3.7.1) wurden denaturierende 6%ige Polyacrylamid-

Gele verwendet.
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Material:
AA / BB-L6sung: 28,5% (w/v) Acrylamid,;
1,5% (w/v) Bisacrylamid (30%ig)
Harnstoff
5 x TBE-Puffer: 450 mM Tris; 450 mM Borsaure; 1,5 mM EDTA
Laufpuffer: 1 x TBE-Puffer
Silikonlsg.: 4% (v/v) Dichlordimethylsilan in Tetrachlormethan
TEMED
APS: 10% (w/v)
Geltyp: vertikales Gel
Lauf: 1 bis 4 Stunden bei 700 bis 1500 V
Durchfiihrung:
6%ige Gele enthielten in einem Endvolumen von 50 bzw. 100 ml:
AA / BA-Lésung 10 ml 20 ml
Harnstoff 25¢ 509
5 x TBE-Puffer 10 ml 20 ml
A.bid. ad 50 ml ad 100 ml
TEMED / APS 30 m /500 mi 50 mi /1000 mi

Vor dem Zusammensetzen der Gelapparatur wurde eine der Glasplatten
(,Ohrenplatte“) mit Silikonisierungslésung behandelt. Die Gellésung wurden
sterilfiltriert. Durch Zugabe von TEMED und APS wurde die Polymerisation
eingeleitet. Nach einer Polymerisationszeit von mindestens 60 Minuten wur-
den die Proben aufgetragen. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das

Gel zur qualitativen Analyse autoradiographiert (3.9.1).

3.4.3 Native Polyacrylamid-Gele fiir DNA-Analysen

Zur GroRenbestimmung und Praparation kleinerer DNA-Fragmente (<600 bp)

wurden 5-20%ige native Polyacrylamid-Gele benutzt.

Material:

AA / BA-Lésung: 28,5% (w/v) Acrylamid; 1,5% (w/v) Bisacrylamid
(30%)

5 x TBE-Puffer: 450 mM Tris; 450 mM Borsaure; 1,5 mM EDTA

10 x TBE-Probenpuffer: s.3.4.1.

TEMED

APS: 10% (w/v)

Laufpuffer: 1 x TBE-Puffer

Geltyp: vertikales Gel

Lauf; 1 bis 3 Stunden bei 40 mA
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Durchfiihrung:

5%ige Gele enthielten in einem Endvolumen von 40 ml:
30%ige AA / BA-Lsg. 6,7 ml

5x TBE 8ml

A.bid. ad 40 mi

TEMED / APS 40m /400 m

Die Polymerisation wurde durch Zugabe von TEMED und APS gestartet. Der
Probenauftrag erfolgte nach einer Polymerisationszeit von 30 Minuten. Als
Laufpuffer diente 1 x TBE-Puffer. Nach dem Farben (3.6.8) und Photografie-
ren der Gele wurde bei praparativen Gelen die gesuchte Bande Uber UV-Licht

(8365 nm) ausgeschnitten und nach 3.6.9 elektroeluiert.

3.4.4 Nicht denaturierende Gele zur Auftrennung von nativen
Protein-DNA-Komplexen (EMSA-Gele)

Materialien:

AA/BA-LSsung: 80% (W/V) : 1% (w/v)

100 x RA-Puffer: 0,67 M Tris-HCI (pH 7,9); 0,33 M Natriumacetat,
0,1 M EDTA

APS: 10% (w/v)

Laufpuffer: 1xRA

Geltyp: vertikales Gel (16 cm x 12,5 cm x 1,5 mm)

Lauf: ca 3 h bei 120-150 V

Glyzerin: 87%

TEMED

Durchfiihrung:

Die Gele enthielten bei einem Endvolumen von 40 ml:

4 ml AA/BA-Lésung
0,4 ml 100 x RA-Puffer
1,1 ml Glyzerin

A. bid. ad 40 ml

Die Polymerisation wurde mit 40 yl TEMED und 400 pl APS gestartet. Der
Probenauftrag erfolgte nach einer Polymerisationszeit von mindestens 30 Mi-
nuten bei einer angelegten Spannung von 80 V. Die Elektrophorese wurde bei
4°C durchgefihrt. Nach beendeter Elektrophorese wurde das Gel bei 100°C
getrocknet und anschlieRend autoradiographiert (3.9.1.) bzw. durch einen

Phosphor Imager (3.9.3.) ausgewertet.
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3.4.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen (nach
LAEMMLI, 1970)

Material:
AA/BA-L6sung: 30% (w/v) : 0,8% (w/v);
Trenngel: 12,5%ig: 13,2 ml AA/BA-Lsg.; 7 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,6); 0,29
ml 10% (w/v) SDS; 9 ml A.bid.; 15 mi TEMED & 300 ni 10% APS
Sammelgel: 2,5 ml AA/BA-Lsg.; 3 ml Tris-HCI (pH 6,8); 9,1 ml A.bid.;
0,145 ml 10% (w/v) SDS; 10 M TEMED und 100 m 10% APS
Gelkammer: vertikaler Typ
Probenpuffer 50 mM Tris-HCI (pH 6,8); 10% Glyzerin; 1% (w/v) SDS; 50 mM
(5x): DTT; 0,01% (w/v) Bromphenolblau
Elektrophorese- 25 mM Tris-HCI (pH 6,8); 190 mM Glycin; 0,1% (w/v) SDS
puffer:
Butanol: n-Butanol, H,O gesattigt
Durchfiihrung:

Glasplatten, Spacer und Probenkamm wurden gewaschen und Uber Nacht in
1 M NaOH oder 1%ige SDS-Lésung eingelegt. Die Gelkammer und die ande-
ren Materialien wurden mit  A. bidest. gesplilt, Glas und Spacer mit techni-
schem Ethanol abgewaschen. Alle Lésungen wurden vor Gebrauch filtriert.
Zunachst wurde das Trenngel in die Gelkammer gegossen und mit n-Butanol
uberschichtet. Nach Polymerisation des Trenngels wurde das n-Butanol ab-
gegossen, mit A.bid. ausgespullt und Sammelgel Uber das polymerisierte
Trenngel gegeben. Die zu analysierenden Proteinfraktionen wurden mit finf-
fach konzentriertem SDS-Probenpuffer auf eine Endkonzentration von 1 x
SDS gebracht, 5 Minuten bei 95°C denaturiert und auf das Gel aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgte entweder tUber Nacht bei 10 mA oder am Tag bei

40 mA, anschlieRend wurden die Proteine nach 3.5.9 gefarbt.
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3.5 Arbeiten mit Proteinen

3.5.1 Reinigung von Proteinfraktionen uber Niederdruck-Chroma-

tographie (Ligid Chromatography, LC), Phosphocellulose

Material:
Saulenmaterial: Phosphocellulose P 11
Phosphocellulose (PC)- 20 mM Hepes (pH 7,9); 100 mM KCI; 3/ 7,5 mM DTT;
Puffer: 0,2 mM PMSF; 10% (v/v) Glyzerin
Transkriptionspuffer: 20 mM Tris/HCI, pH 7,9; 10% (v/v) Glycerin;

60 mM KCI; 5 mM MgCl,.3 mM DTT; 0,2 mM PMSF
Durchfiihrung:

Das Trockenmaterial des Kationenaustauschers Phosphocellulose (Whatman
P 11) muRte vor Gebrauch in die Na'-Form gebracht werden (SCHWARTZ et
al., 1974). Dazu wurden 200 g des Materials flir eine Stunde in 2,510,755 M
HCI gequollen. Nach Absaugen der Saure wurde die Phosphocellulose so-
lange mit A.bid. gewaschen, bis ein pH von 4 erreicht war. In zweimal 1 |
NaOH wurde jeweils eine halbe Stunde inkubiert und erneut mit A.bid bis zum
Erreichen eines pH Wertes von 8 gespult. Das entgaste Material wurde in
eine Chromatographiesaule gegossen und mit 5 bis 10 Saulenvolumina (SV)
PC-Puffer equilibriert. FlUr die nach SEGALL et al. (1980) beschriebene Tren-
nung der menschlichen Transkriptionsfaktoren IlIA, 11IB und 1l1IC darf eine Be-
ladung von 10 mg Protein/ml Saulenbett nicht Uberschritten werden. Da je-
doch etwa 50% der Proteine im Durchbruch (PCA) erscheinen, konnte die
Beladungskapazitat auf 20mg/ml Bettvolumen erhéht werden. Der Auftrag
erfolgte mit 0,1-1 SV / Stunde. Wahrend cytoplasmatische Extrakte (S 100)
ohne vorherige Dialyse auf die Saule aufgetragen wurden, wurden Kernex-
trakte zuvor fur ca. 6-8 Stunden gegen PC-Puffer dialysiert (3.5.6). Parallel
zum Auftrag wurde mit der Fraktionierung des Saulenlaufes begonnen. Die
erste Fraktion wurde mit einer Salzstarke von 0,1 M KCI in PC-Puffer bis zum
Erreichen der Nullinie des an eine UV-Einheit (280 nm) angeschlossenen
Schreibers eluiert. AnschlieRend wurden die anderen Fraktionen mit 0,35 M,
0,6 M und 1 M KCI in PC-Puffer eluiert, die einzelnen Fraktionen dem Pro-
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teinprofil entsprechend vereinigt und gegen 60 mM KCI Transkriptionspuffer

(siehe oben, Kasten Material) dialysiert (3.5.6).

3.5.2 Reinigung von Proteinfraktionen uber Mitteldruck-Chromato-

graphie

Alle Mitteldruckchromatographien wurden an einem Akta Purifier von Amer-

sham Pharmacia Biotech durchgefihrt.

3.5.2.1 Anionenaustauscher

Material:

Saulenmaterialien: EMD-DEAE-Fractogel 650 (S) (EDF)
MonoQ (Fertigsaule: 8 bzw. 1 ml)

Saulenpuffer: Transkriptionspuffer (s. 3.5.1)

Durchfiihrung:

Die Saule wurde mit 4-6 Saulenvolumina equilibriert. Es wurden maximal 10
mg Proteinfraktion pro ml Saulenbett aufgetragen. Danach wurde je nach An-
wendung mit einem Salzgradienten oder mit mehreren Salzschritten eluiert.
Die Flussrate war abhangig von der Grofde der Saule und vom anfallenden
Druck. Gradienten wurden fraktioniert gesammelt. Die vollstandige Elution der
auf der Saule verbliebenen Proteine erfolgte mit 1 M KCI.

Das Saulenmaterial des starken Anionentauschers Mono Q aus extrem klei-
nen, gleichférmigen Partikeln gewahrleistet eine hohe Trennscharfe. Dies be-
dingt einen groRen Widerstand, was zu einem Verstopfen der Saule fuhren
kann. Daher wurden die Proben vor dem Auftrag 20 Minuten bei 9000 Rpm
und 4°C zentrifugiert.

3.5.2.2 Kationenaustauscher

Material:

Saulenmaterial: EMD-SO;-Fractogel 650 (S) (ESF)
Mono S (Fertigsaule, 1 ml)

Saulenpuffer: Transkriptionspuffer (s. 3.5.1)

Durchfiihrung:

Die Saule wurde mit 4-6 SV equilibriert. Es wurden max. 10 mg Proteinfrak-

tion pro ml Saulenbett aufgetragen. Danach wurde je nach Anwendung mit ei-
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nem Salzgradienten oder mit Salzschritten eluiert. Die Flussrate war abhangig
von der Grofle der Saule und dem anfallenden Druck. Gradienten wurden
fraktioniert gesammelt. Die vollstandige Elution der auf der Saule verbliebe-

nen Proteine erfolgte mit 1 M KCI.

3.56.2.3 Gelfiltration, ,,Size Exclusion Chromatography“ (SEC)

Material:

Saulenmaterial: Sephacryl S400 HR, S500 HR; Sephadex G25
Saule: HR 10/30; XK 26/10

Saulenpuffer: Transkriptionspuffer (s. 3.5.1)
Standardproteingemisch: bestehend aus Dextranblau, BSA und Cytochrom C

Durchfiihrung:

Bei der SEC werden Proteine nach ihrer Grélke getrennt, da sich kleinere
Proteine voribergehend in die Gelmatrix einlagern, wahrend gré3ere Proteine
oder Proteinkomplexe nicht in die Poren passen und dementsprechend
schneller laufen. Ggf. erscheinen sie im Ausschlussvolumen. Kleinere Pro-
teine eluieren ihrer Grélke entsprechend, wobei die kleinsten Proteine zum
Schlul® erscheinen. Bei diesem Verfahren ergibt sich ein Verdinnungseffekt,
weshalb konzentrierte Fraktionen aufgetragen werden sollten. Die Eichung
der Sepharose-Gelffiltrationssaule erfolgte mit folgenden Markerkomponenten:
Dextran Blau, BS und Cytochrom C. Vor dem Auftrag der Proteinfraktion
wurde die Saule mit mindestens zwei Saulenvolumina Transkriptionspuffer (s.
3.5.1) equilibriert. Der Auftrag (1 ml der zu analysierenden Fraktion) auf die
HR 10/30-Saule (Amersham Biosciences) sowie die Elution erfolgte mit einer
FluBRrate von 0,5 ml/Minute. 7 ml nach dem Auftrag wurden 16 Fraktionen a 1
ml gesammelt. Ab einer Grofke von 271 Bp (S400) und 1078 Bp (S500) er-
scheint die DNA im Ausschlussvolumen. Globulare Proteine mit einem Mole-
kulargewicht von 4 x 10* — 10® kénnen mit Sepharose S500 optimal aufge-
trennt werden.

Das Sephadex G25-Material wird flr das Abtrennen von Salzen aus Protein-

fraktionen eingesetzt.
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3.5.2.4 Hydrophobe Interaktions-Chromatographie

Material:
Saulenmaterial: Phenyl Sepharose® 6 FF (high sub)

(1 ml Fertigsaule) von Amersham Biosciences
Saulenpuffer: Transkriptionspuffer (s. 3.5.1)
Durchfiihrung:

Bei der HIC werden Proteine nach dem Ausmal} ihrer hydrophoben Eigen-
schaften aufgetrennt. Einige der hydrophoben Aminosauren befinden sich auf
der Oberflache der Proteine und kénnen mit hydrophoben Liganden auf der
HIC-Gelmatrix interagieren. Die Menge der hydrophoben Aminosauren variiert
zwischen den verschiedenen Proteinen und damit auch ihre Fahigkeit mit der
HIC-Gelmatrix zu interagieren. Fur die Adsorption der Proteine an die HIC-
Gelmatrix werden Hochsalzbedingungen bendtigt. Wenn Uber die Proteine in
der Probe nichts Genaues bekannt ist, bietet sich eine Salzkonzentration von
1 M Ammoniumsulfat fur den Auftrag auf die HIC an. Anschlielend werden
die Proteine durch eine schrittweise Elution mit Puffern fallender Salzkonzen-
tration von der Saule abgeldst. Je nach Ausmal ihrer Hydrophobizitat eluie-
ren die Proteine bei hdherer oder niedrigerer Salzkonzentration des Elu-
tionspuffers.

Vor dem Auftrag der Proteinfraktion wurde die Saule mit mindestens 5 Sau-
lenvolumina 1 M Ammoniumsulfat-haltigem Transkriptionspuffer (s. 3.5.1)
equilibriert. Der Auftrag auf die Phenyl Sepharose® 6 FF (high sub) (1 ml Fer-
tigsaule, Amersham Biosciences) erfolgte mit einer FluRrate von 0,5
ml/Minute, was auch der anschlielenden Elutionsrate entsprach. Nach Auf-
trag der Probe wurde die Saule mit weiteren 5 Saulenvolumina (mit der Salz-
konzentration des Auftrags) gewaschen. AnschlieRend wurde schrittweise mit
Elutionspuffern fallender Ammoniumsulfat-Konzentration (bis 0 M Ammoni-

umsulfat) eluiert.

3.5.3 Praparation von Transkriptionsfaktoren und der Poly-

merase lli

Die erste, grobe Gewinnung der Transkriptionsfaktoren erfolgt aus zytoplas-

matischen (S100) oder Kern-Extrakten aus humanen Zelllinien Gber Phospho-

35



Methoden

cellulose-Chromatographie (SEGALL ET AL., 1980; MATSUI ET AL., 1980). Auf-
grund dieses Verfahrens kann man 4 Fraktionen voneinander abtrennen. Die

Fraktionen werden nach der Elutionssalzstarke folgendermalfien benannt:

PCA als Durchbruch bei 100 mM KCI mit TFIIIA

PCB bei 350 mM KCI mit den Transkriptionsfaktoren IlIBa, [lIBb, Pol Il

PCC bei 600 mM KCI mit den Transkriptionsfaktoren IlIU, 1lIC1-like, TBA,
I11IC1, PBP, 1lIC2 und ebenfalls der Pol Il

PCD als 1M-Schritt mit TFIIIA

Um die Transkriptionsfaktoren kreuzkontaminationsfrei darzustellen, wird

mindestens ein weiterer Chromatographieschritt benétigt.

3.5.3.1  Weitere chromatographische Trennung der PCB und PCC

Die Standardauftrennung der PCB erfolgte Uber eine 27 ml EMD-DEAE-
Fractogel-Saule (EDF). Dabei wurde die PCB gegen 1 x Transkriptionspuffer
dialysiert aufgetragen und mit einem 200 ml-Gradienten von 60-450 mM KClI
eluiert. 40 Fraktionen a 5 ml wurden aufgefangen. TFIlIBa eluierte mit ca. 170
mM, TFIIIBb mit 280 mM und Polymerase Il mit 350 mM KCI (TEICHMANN &
SEIFART, 1995).

Die Standardreinigung der PCC erfolgte Uber eine 8 ml MonoQ-Saule. Die
PCC wurde gegen 1 x Transkriptionspuffer dialysiert aufgetragen und mit ei-
nem 200 ml-Gradienten von 60-450 mM KCI eluiert. 50 Fraktionen a 4 ml
wurden aufgefangen. TFIIICO eluierte bei 160 mM KCI, TFIIIC1 bei 260 mM
und TFIIIC2 bei 360 mM KCI (YOSHINAGA ET AL., 1987; OETTEL ET AL., 1997;
OETTEL, 1998). Die Fraktionen wurden entweder weiter gereinigt oder gegen 1

x Transkriptionspuffer dialysiert (3.5.6).

3.5.3.2 Praparation von TFIIIBS und Polymerase lli

Die TFIlIBb-Fraktionen aus dem EDF-Lauf wurden vereinigt und mit Tran-
skriptionspuffer ohne KCI verdinnt, bis die KCI-Konzentration bei etwa 150-
200 mM KCI lag. Dann wurde die Fraktion auf eine 7 ml EMD Fractogel SO3’ -
Saule aufgetragen und mit 250 mM, 400 mM und 1000 mM KCI eluiert. Die
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TFIIIBb-Aktivitat eluierte in der 400 mM Fraktion. Sie war frei von von Polyme-
rase lll sowie von TFIIIC1 und TFIIIC2. Danach erfolgte eine Dialyse gegen 1
x Transkriptionspuffer (s. 3.5.1).

Die Polymerase-Fraktionen aus dem EDF-Lauf wurden vereinigt und mit
Transkriptionspuffer ohne KCI verdinnt, bis die KCI-Konzentration bei etwa
300 mM KCI lag. Dann wurde diese Fraktion auf eine 7 ml ml Fractogel SO3" -
Saule aufgetragen und mit 400 mM, 650 mM und 1000 mM KCI eluiert. Die
Pol IlI-Aktivitat eluierte in der 650 mM-Fraktion. Sie war weitgehend frei von
TFIIIBb sowie von TFIIIC1 und TFIIC2. Die Fraktion wurde mit Glycerin auf
eine Endkonzentration von ca. 50% (v/v) verdinnt und portioniert a 50 ul bei

80°C eingefroren.

3.5.3.3  Praparation der Pol lll iiber single-strand-DNA-Cellulose

Eine andere Gewinnung der Polymerase lll erfolgte Uber single-strand-DNA-
Cellulose. Hierbei wurden wieder die Polymerase-Fraktionen aus einer EDF-
Chromatographie vereinigt und mit Transkriptionspuffer (s 3.5.1) ohne KCI
verduinnt, bis eine Konzentration von ca. 130 mM KCI vorlag. Diese Fraktion
wurde dann auf eine 2 ml ssDNA-Cellulose-Saule mit einer Geschwindigkeit
von 0,25 ml/min aufgetragen. Die Polymerase lll eluierte bei 400 mM KCI.
Diese Fraktion war frei von jeglicher Kreuzkontamination. Die Fraktion wurde
mit Glycerin auf eine Endkonzentration von ca. 50% (v/v) verdiinnt und portio-

niert a 50 ul bei -80°C eingefroren.

3.5.3.4 Weitere Reinigung von TFIIC1/TFIICO0 uber MonoS-

Chromatographie

Eine weitere Reinigung des TFIIIC1 Iasst sich durch eine Chromatographie
uber eine MonoS-Saule erreichen. Das (wie in 3.5.3.1 beschrieben) gewon-
nene und gegen 1 x Transkriptionspuffer (s. 3.5.1) dialysierte MQ-TFIIICA1
wurde auf die 1 ml MonoS-Saule (Fertigsaule) aufgetragen und mit einem li-
nearen Gradienten von 200 bis 600 mM KCI eluiert. Die TFIIIC1-Transkrip-
tionsaktivitat eluierte mit einem ersten deutlichen Maximum in einem Bereich
von ca. 320-350 mM KCI und mit einem zweiten deutlichen Maximum in ei-
nem Bereich von ca. 430-480 mM KCI.
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Diese Reinigungsstrategie fuhrt auch beim Auftrag einer TFIIICO-Fraktion zu
einer Aufsplittung der TFIIIC1-like-Transkriptionsaktivitat in zwei deutlich ge-
trennte Maxima mit Elutionsbereichen vergleichbarer Salzstarken wie bei
TFIICA.

3.5.3.5 Praparation einer Uber Phosphocellulose rechromato-
graphierten TFIlIIC2-Fraktion

Mittels Rechromatographie der TFIIIC2-Fraktion wird die Polymerase abge-
trennt, da diese bei einer niedrigeren KCI-Konzentration eluiert als TFIIIC2.
Zur Praparation dieser Fraktion wurde die mittels 3.5.3.1 gewonnene und ge-
gen 1 x Transkriptionspuffer (s. 3.5.1) dialysierte PCC standardmafig auf eine
8 ml MonoQ-Saule aufgetragen und mit einem 200 miI-Gradienten von 60-450
mM KCI eluiert. Die Fraktionen im Bereich von ca. 360 mM KCI wurden wie-
derum auf eine Phosphocellulose-Saule aufgetragen. Die rechromatogra-
phierte TFIIIC2-Fraktion eluierte in einem Bereich von ca. 450-600 mM KCI

und war jetzt Polymerase-lll-frei.
3.5.4 Fallung von Proteinen mit Ammoniumsulfat

Materialien:

Ammoniumsulfat
Dialyseschlauch

Durchfiihrung:

Die Proteinfraktionen wurden in Dialyseschlauchen in Transkriptionspuffer
dialysiert s. 3.5.6), der die entsprechenden Ammoniumsulfatkonzentrationen
enthielt. Dann wurde die Lésung 60 Minuten in einer Sorvall Zentrifuge bei
9000 Rpm (HB-4 Rotor; 4°C) zentrifugiert. Das Sediment wurde in einem ge-
ringen Volumen Transkriptionspuffer aufgenommen und ebenso wie der

Uberstand gegen Transkriptionspuffer dialysiert.

3.5.5 Proteinkonzentrationsbestimmung durch kolorimetrische

Proteinquantifizierung (BRADFORD, 1976)

Zur kolorimetrischen Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde das

"Protein dye reagent concentrate" der Firma Biorad nach Vorschrift ange-
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wandt und die Extinktion bei 595 nm im Vergleich zu BSA-Standardwerten

gemessen.
3.5.6 Dialyse von Proteinlosungen

Materialien:

Dialyseschlauche
Mikrokollodiumhulsen
BSA: 20 mg/ml in Transkriptionspuffer (s. 3.5.1)

Durchfiihrung:

Die Dialyse von Zellextrakten oder gereinigten Proteinfraktionen erfolgte bei
kleineren Mengen (100-500 pl) in Mikro-Kollodiumhtlsen der Firma Sartorius,
bei groeren Mengen in Dialyseschlauchen. Die Schlauche wurden zur Ent-
fernung enzymatischer Verunreinigungen und zum Quellen vor Gebrauch kurz
aufgekocht. Der Puffer wurde vor Verwendung mittels einer Wasserstrahl-
pumpe entgast. Die Proben wurden bei 4°C so lange gegen den gewilnschten
Puffer dialysiert, bis die Leitfahigkeit der Proben mit der des umgebenden
Puffers Ubereinstimmte. Sehr empfindliche Proteinfraktionen mit niedriger
Proteinkonzentration (z.B. TFIIIC1 (MQ)) wurden vor der Dialyse mit 0,2
mg/ml BSA versetzt.

3.5.7 Immunodetektion von Proteinen (Western-Blot)

Bei diesem Verfahren werden Proteine zunachst gelelektrophoretisch nach
Grolde getrennt (s. 3.4.5.). AnschlieRend werden die Proteine aus der Gelma-
trix auf PVDF-Tragermembran (Immobilon-P Transfermembran) Ubertragen
und dort immobilisiert. In einem weiteren Schritt kdnnen bestimmte Proteine

durch Reaktion mit Antikorpern detektiert werden.
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3.5.7.1 Transfer elektophoretisch getrennter Proteine auf PVDF-

Transfermembran

Materialien:

Transfermembran: ImmobilonO -P-Transfermembran

Kathodenldsung: 25 mM Tris; 40 mM 6- Aminohexan; 20%
(v/v) Methanol

Anodenldsung I: 30 mM Tris; 20% (v/v) Methanol

Anodenlésung 300 mM Tris; 20% (v/v) Methanol

Filterpapier: Whatman 17CHR

Ponceau- Farber: 0,2 % (w/v) Ponceau S in 3% TCA

PBS: 150 mM NaCl; 16 mM NaH,PO.; 4 mM
Na,HPO,

PBS/Tween-Puffer: 0,05% (v/v) Tween 20 in PBS

Durchfiihrung:

Die nach 3.4.5. Uber SDS-Page aufgetrennten Proteine wurden in einem
“semidry-Blotting” Verfahren (KYHSE-ANDERSEN, 1984) auf eine Transfermem-
bran Ubertragen. Die Transfermembran muss vor Gebrauch 15 Sekunden in
100% Methanol und anschlieRend 2 Minuten in A.bid. geschwenkt werden.
AnschlieRend wurde sie 15 Minuten in Anodenlésung | equilibriert. Dann wur-
den auf die Graphitkathode der Blotapparatur zunachst zwei auf Gelgréf3e zu-
rechtgeschnittene, in Kathodenlosung getrankte Filterpapiere und anschlie-
Rend das fur ca. 15 Minuten in Kathodenlésung getrankte Gel blasenfrei auf-
gelegt. Darauf wurden in jeweils identischen Grélken die Transfermembran
und zwei Filterpapiere, welche vorher in Anodenlosung | getrankt worden
sind, gelegt. Zum Abschluss wurden 2 weitere Whatman-Filterpapiere mit
Anodenlésung Il benetzt, blasenfrei aufgelegt und durch die Graphit-Anode
komplettiert. Der Proteintransfer erfolgte ca. 2 Stunden bei 0,8 - 1 mA/cm?
Gelflache. Anschlielend wurde die Bloteffizienz durch eine reversible Anfar-
bung der Proteine mit Ponceau-Losung Uberprift. Die Bahnen sowie die Gro-
Renstandards wurden auf der Membran mit einem Kugelschreiber markiert.
AnschlieRend wurde die vollstandige Entfarbung der rotgefarbten Proteinban-
den durch Waschen der Membran mit PBS/Tween-Puffer erreicht.

Sollte die optimale Konzentration einer der Antikdrper bestimmt werden,
wurde ein ,Streifenblot” erstellt. Ein praparatives SDS-Gel mit nur einer prapa-
rativen Tasche und einer Testfraktion wurde wie Ublich geblottet. Nach der

Ponceaufarbung wurde die Membran in vertikale Streifen von 3 mm Breite
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geschnitten. Die Streifen wurden separat in Streifenkammern gelegt und wie
ublich (3.5.7.2.) geblockt und anschlieRend mit unterschiedlichen Verdinnun-

gen des zu testenden Antikorpers inkubiert.

3.5.7.2 Nachweis spezifischer Proteine durch Antigen-Antikor-

per-Wechselwirkung

Materialien:

PBS: 150 mM NaCl; 16 mM NaH,PQO,; 4 mM Na;HPO,
PBS/ Tween: 0,05% (v/v) Tween 20 in PBS
Blockierungslésung: 10 % Magermilchpulver in PBS/ Tween 20

“Zweit’- Antikérper: Anti-Hase-lg, markiert mit '®1 (100 pCi/ ml) in
Blockierungslsg. gel6st (0,6-1,2 puCi/ml); oder: Anti-Hase-
lg, gekoppelt mit Meerettich Peroxidase (1:2000) in
Blockierungslsg.

“Erst’- Antikorper: Je nach Bedarf, in Blockierungslésung gel6st

ECLO Western blotting detection reagents

Durchfiihrung:

Zur Absattigung der auf der Transfermembran vorhandenen Proteinbindungs-
stellen wurden die geblotteten Membranen 60 Minuten in Blockierungslosung
inkubiert. Danach wurde die Membran mit einer entsprechenden Verdinnung
des ersten Antikérpers bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Nach Entfernung der
Antikoérperlésung wurde die Membran 3 x (je 10 Minuten) mit PBS/Tween-Puf-
fer gewaschen und dann bei RT zwei Stunden mit dem zweiten Antikdrper in-
kubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen in jeweils PBS/Tween und
PBS-Puffer (je 10 Minuten) wurde die Membran im Falle des lod-markierten
Antikdrpers 15 Sekunden in 100% Methanol geschwenkt und auf einem What-
man Papier getrocknet. Dann erfolgte der Nachweis der spezifischen Anti-
korper-Antigen-Wechselwirkung durch Autoradiographie mit Verstarkerfolie
(3.9.1) bzw. durch einen Phosphor Imager (3.9.3).

Wurde der Peroxidase-gekoppelte Zweit-Antikorper verwendet, wurde die
Membran nach dem letzten PBS-Waschschritt in 20 ml nach Vorschrift des
Herstellers gemischter ECL-Lésung Uberfuhrt, 1 bis 2 Minuten inkubiert, mit
einer Folie Uberzogen und ohne Verstarkerfolie autoradiographiert. Die

Expositionsdauer betrug zwischen 10 Sekunden und 30 Minuten.
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3.5.8 In vitro-Biotinylierung von Proteinen mit dem EZ-Link™
Sulfo-NHS-LC-Biotinylation Kit von Pierce

Die in vitro-Biotinylierung von Protein-Fraktionen erfolgte mit Hilfe des EZ-
Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotinylation Kit der Firma Pierce entsprechend der An-

leitung des Herstellers.

3.5.9 Nachweis biotinylierter Proteine mit dem ImmunoPure®

Ultra-Sensitive ABC Peroxidase Staining Kit von Pierce

Der Nachweis von biotinylierten Proteinen erfolgte mit Hilfe des Immuno-
Pure® Ultra-Sensitive ABC Peroxidase Staining Kit der Firma Pierce entspre-

chend der Anleitung des Herstellers.

3.5.10 Konzentrieren von Proteinlosungen fir SDS-Gel-Elektro-

phorese mit StrataClean™ Resin

Diese Methode wurde zur Abtrennung von Proteinen von DNA entwickelt,
kann aber auch zur Konzentrierung von Proteinfraktionen benutzt werden. Es
weist bei neutralem pH eine extrem hohe Affinitat zu Proteinen und eine ex-
trem geringe Affinitat zu Nukleinsauren auf. Im vorliegenden Fall wurden auf
diese Weise Fraktionen aus Gelfiltrationen konzentriert, auf die Transkrip-
tionskomplexe aufgetragen wurden (3.7.1), um Western-Blot Analysen (3.5.7)
durchfithren zu kénnen. 10 pl (50% wi/v) StrataCleanO Resin binden 5ug BSA

quantitativ (TIEFENBACH, 1998).

Materialien:
| StrataCleanO Resin Silica Partikel: (ca. 50 wiv) |

Durchfiihrung:

Die Fraktionen wurden mit 10-25 ul StrataCleanO Resin versetzt und bei RT
fir eine Stunde um die Querachse rotierend inkubiert. Danach wurde der
Uberstand bis auf ein geringes Restvolumen abgenommen. Das Préazipitat
wurde mit 1 x SDS-Probenpuffer versetzt und auf ein SDS-Gel aufgetragen
(3.4.5). Durch den Stromfluss wurden die Proteine vom Resin elektroeluiert

und liefen ins Gel ein.
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3.5.11 Anfarben von Proteinen mit Coomassie Brilliant Blue

Materialien:

Farbeldsung: 0,15% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R 250; 50% (v/v)
Methanol; 10% (v/v) Essigsaure

Entfarber: 30% (v/v) Methanol; 10% (v/v) Essigsaure

Durchfiihrung:

SDS-Gele wurden durch Schitteln in Farbeldésung 15 bis 60 Minuten gefarbt
und anschlie®end im Entfarber entfarbt. Das Gel wurde zur Dokumentation

photographiert.

3.5.12 Silberfarbung von Proteingelen nach BLUM ET AL., 1987

Diese Farbung wurde i.d.R. nach einer Coomassiefarbung durchgefihrt. Die

Fixierungslosung entfarbt die Coomassie-gefarbten Proteine vollstandig.

Materialien:

Fixierungslésung: 50% (v/v) Methanol, 12,5% (v/v) Essigsaure

Lésung 1: 50% (v/v) Ethanol

Lésung 2: 30% (v/v) Ethanol

Lésung 3: 0,8 mM Na,S,0;

Silberfarbelésung: 2 g/l AgNOs3; 0,026% Formaldehyd

Entwickler: 60 g/l Na,COg3; 0,0185% Formaldehyd, 16 uM
N328203

A. bid.

Durchfiihrung:

Das (Coomassie-gefarbte) Gel wurde mindestens Uber Nacht, besser 24
Stunden in Fixierungslésung inkubiert, um die Proteine im Gel zu fixieren. Da-
nach wurde 2 x in Losung 1 und 1 x in Lésung 2 fur je 20 Minuten gewaschen.
Das Gel wurde dann fir genau 60 sec in Losung 3 inkubiert und sofort da-
nach in A. bid. 3 x 20 Sekunden gewaschen. Nach der Inkubation fur 1 Stun-
de in der Silberfarbelésung wurde die Entwicklerlésung zum Gel gegeben und
solange inkubiert, bis eine optimale Farbung erreicht war. Zum Abstoppen der
Reaktion wurde 2 x in A. bid. fir 20 Sekunden gewaschen und anschlieRend
das Gel wieder in die Fixierungslésung gegeben. Das Gel wurde zur Doku-
mentation photographiert. Dies musste rasch passieren, da nach 2 bis 3 Stun-

den Flecken auf dem Gel auftraten.
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3.6 Arbeiten mit Nukleinsauren

3.6.1 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli fiir analytische

Zwecke (,,Mini-Screen)

Material:

LB-Medium: s.3.2

Ampicillin: 100 mg / ml

NaOH / SDS-Lsg.: 10 ml 0,2 N NaOH; 1 ml 10% SDS
Kaliumacetat: 3 M Kaliumacetat (pH 4,8)

RNAse-Lsg.: 0,1 mg / ml RNaseA in 0,5 mM Tris-HCI (pH 8,0)
Ethanol: 100% (v/v)

Durchfiihrung:

Je 1 ml LB-Medium (mit 100 ng Ampicillin pro ml) wurden mit je einem Uber
Antibiotikumresistenz vorselektionierten Bakterienklon unter Verwendung von
sterilen Zahnstochern beimpft. Die EppendorfgefaRe wurden mit durchlo-
cherten Deckeln verschlossen und bei 37°C und 250 Rpm Uber Nacht auf ei-
nem Schiuttler inkubiert. Nach kurzer Zentrifugation in der Tischzentrifuge bei
13000 Rpm wurden die Bakterien in je 100 pl A. bid. Resuspendiert und fur 10
Minuten ins Eisbad gestellt. AnschlieRend wurde je 200 mi der NaOH/SDS-
Lésung zupipettiert und die Proben fir weitere 10 Minuten im Eisbad inku-
biert. Nach Neutralisation durch Zugabe von je 150 ni eiskalter Natriumace-
tatldsung wurden die Ansatze fur weitere 20 Minuten ins Eisbad gestellt. Nach
finfminltiger Zentrifugation wurde der Uberstand abgehoben, die darin be-
findliche Plasmid-DNA mit 2 Volumenteilen Ethanol (100%) gefallt und 15 Mi-
nuten abzentrifugiert. Das Prazipitat wurde schlielich in 40 m A. bid. und 10
m der RNAse-Lésung resuspendiert und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Je
10 m dieser Plasmid-DNA Praparation wurden dann zur Restriktionsanalyse

eingesetzt.
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3.6.2 Praparative Plasmid-Isolierung mittels Qiagen Tip-2500-

Saulen
Material:
Puffer P1: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA; 100 mg / ml RNAse A
Puffer P2: 200 mM NaOH; 1% SDS
Puffer P3: 2,55 M Kaliumacatat (pH 4,8)
Puffer QBT: 750 mM NaCl; 50 mM MOPS; 15% (v/v) Ethanol; 0,15% TritonX-
100; (pH 7,0)
Puffer QC: 1,0 M NaCl; 50 mM MOPS; 15% (v/v) Ethanol; (pH 7,0)
Puffer QF: 1,25 M NaCl; 50 mM MOPS; 15% (v/v) Ethanol; (pH 8,5)
Ethanol: 70% (v/v)lsopropanol
RNAse A: 10 mg / ml
Durchfiihrung:

500 ml einer in TB-Medium angezogenen Bakterienkultur (s. 3.1) wurden
nach 18 bis 20 Stunden Inkubation bei 37°C (200 Rpm) 30 Minuten bei 3000
Rpm und 4°C abzentrifugiert (Heraeus 5520). Das bakterielle Sediment wurde
in 50 ml gekuhltem Puffer P1 vorsichtig resuspendiert und bei 37°C fur eine
Stunde inkubiert. AnschlieRend wurden 50 ml Puffer P2 hinzugegeben, vor-
sichtig durchmischt und 5 Minuten bei RT inkubiert (Proteindenaturierung).
Nach Zugabe von 50 ml Puffer P3 wurde die Lésung vorsichtig einige Sekun-
den geschwenkt, 30 Minuten im Eisbad inkubiert und anschlielend 45 Minu-
ten bei 4°C und 28000 Rpm (Beckmann SW-28) zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dann auf eine zuvor mit 50 ml Puffer QBT equilibrierte Qiagen Tip-2500
Saule aufgetragen. Nach mehrmaligem Waschen der Saule mit je 200 ml
Puffer QC (entspricht dem doppelten Uberstandsvolumen) wurde die DNA mit
50 ml Puffer QF eluiert, durch Zugabe von 35 ml Isopropanol (0,7 VT) gefallt
und anschlieflend durch dreiRigminitige Zentrifugation bei 10000 Rpm (Sor-
vall HB4) und 4°C sedimentiert. Das DNA-Sediment wurde mit 30 ml Ethanol
(70%) gewaschen, 15 Minuten bei 10000 Rpm zentrifugiert, getrocknet und in
1 ml A. bid. resuspendiert. Die Reinheit der Praparation wurde auf einem

1%igen Agarose-Gel (3.4.1) Uberprft.
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3.6.3 Phenolisierung von Nukleinsauren

Material:

PCI: 50% (v/v) Phenol; 50% (v/v) Chloroform; 1% Isoamylalkohol
Natriumacetat-Lsg.: 0,6 M Natriumacetat (pH 4,8)

Ethanol: 100% (v/v)

Durchfiihrung:

Die Phenolisierung von Nukleinsauren dient der Abtrennung von Proteinen.
Hierzu wurde zu der DNA- bzw. RNA-haltigen Losung 1 VT Natriumacetat und
0,5 bis 1 VT PCI gegeben und ca. 1 Minute kraftig gemischt. Anschlie3end
wurden die Proben in einer Tischzentrifuge bei 13000 Rpm 5 Minuten zentri-
fugiert. Die wassrige, obere Phase enthielt die DNA bzw. RNA, die anschlie-
Rend durch Zugabe von ca. 3 VT Ethanol (100%) durch 15 mindtige Zentrifu-
gation bei 13000 rpm prazipitiert wurde.

3.6.4 Fallung von Nukleinsauren unter Standardbedingungen

Material:

Ethanol-Natriumacetat-Lsg.: 100% Ethanol; 3 M Natriumacetat (pH 5,5)
Ethanol: 80% (v/v)

Durchfiihrung:

Nukleinsaurehaltige Lésungen wurden mit 3 VT eines Ethanol/Natriumacetat-
Gemisches (im Verhaltnis 30:1) versetzt, durch 10 - 15 -maliges Kippen vor-
sichtig durchmischt und anschlieRend 15 Minuten in einer Tischzentrifuge bei
13000 Rpm zentrifugiert. Das Prazipitat wurde dann zur Entfernung von Salz-
resten kurz mit eiskaltem Ethanol (80%) gewaschen, erneut zentrifugiert, ge-

trocknet und in A. bid. oder entsprechendem Puffer geldst.

3.6.5 Bestimmung der Konzentration von Desoxyribonuklein-

sauren

Bei grolkeren DNA-Mengen erfolgte die Konzentrationsbestimmung durch Ex-
tinktionsmessung bei 260 nm in 1 cm Quarzklivetten mit einem Beckmann-
Spektralphotometer. Nach CHARGAFF (1955) wurde die DNA-Konzentration

folgendermalden ermittelt:
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ODg2so = 1,0 entspricht 50 ng DNA/mI bei doppelstrangiger DNA
bzw. 33 ng DNA/mI bei einzelstrangiger DNA

Zur Bestimmung der Konzentration kleinerer Mengen DNA wurde der visuelle
Vergleich mit Proben bekannter Konzentration nach Agarose-Gelelektropho-

rese (3.4.1) und anschlieRender Ethidiumbromidfarbung (3.6.8) herangezogen.

3.6.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die unter 3.6.2 praparierte Plasmid-DNA diente als Matrize, aus der in der
PCR spezifische Sequenzen amplifiziert wurden. Diese Methode wurde zur

Amplifizierung von Fragmenten fir die in vitro Transkription (3.7.1) eingesetzt.

Material:

Plasmid-DNA: 10 ng

10 x Reaktionspuffer

Q-Solution

Desoxynukleotidgemisch : je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Tag-Polymerase: 5 U/m

spezifische Oligonukleotide: 5’-spezifischer Primer (40 pmol/ml)
3’-spezifischer Primer (40 pmol/ml)

Durchfiihrung:

Die Amplifizierung eines DNA-Fragmentes an Plasmid-DNA zwischen zwei

spezifischen Primern erfolgte typischerweise nach folgendem Reaktions-

schema:

Plasmid-DNA: 10 ng

10 x Reaktionspuffer: 5m

Q-Solution: 10 m

Desoxynukleotide (dNTPs): 1,5m (300 mM /dNTP)
5’-spezifischer Primer: 40 pmol (bzw. 10" cpm)
3’-spezifischer Primer: 40 pmol (bzw. 10" cpm)
Tag-Polymerase: 0,5m (2,5U)

A. bid.: ad 50 m

Die Amplifizierung des interessierenden DNA-Fragmentes erfolgte in einem
Stratagene Thermocycler mit beheizbarem Deckel. Insgesamt wurden 25 Zy-

klen durchgeflihrt, wobei jeder Zyklus aus 3 Segmenten wie folgt bestand:

94°C 1 Minute (Denaturierung)
55°C 1 Minute (Hybridisierung)
72°C 1,5 Minuten (Elongation)
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Zu Beginn des ersten Zyklus wurde ein dreiminatiger Denaturierungsschritt
bei 96°C vorgeschaltet. Nach Beendigung des letzten Zyklus folgte eine
zehnminutige Elongation bei 72°C. Die PCR-Ansatze wurden auf ein prapara-
tives Polyacrylamid-Gel (3.4.3) aufgetragen. Das Gel wurde mit Ethidiumbro-
mid gefarbt (3.6.8) und die gewlinschte DNA-Bande ausgeschnitten. Die DNA
wurde gemaly 3.6.9 elektroeluiert, unter Standardbedingungen gefallt (3.6.4),
in 1 x TE-Puffer oder Aqua bidest. resuspendiert und bei -20°C aufbewahrt.

3.6.7 Spaltung der DNA mit Restriktionsenzymen

Restriktionsendonukleasen dienen dem spezifischen Schutz von Bakterien
gegen Einbau und Expression fremder DNA, indem sie spezifische Nukleo-
tidsequenzen erkennen und die fremde DNA durch endolytische Spaltung in-
aktivieren. Bakterieneigene DNA ist hierbei durch Modifikation (z.B. Methylie-

rung der Erkennungssequenz) vor der Spaltung geschutzt.

Material:

Restriktionsendonukleasen
10 x Restriktionspuffer des jeweiligen Herstellers
PCl:s. 3.3.3

Durchfiihrung:

Ein typischer Restriktionsansatz enthielt neben der in A.bid. gelosten DNA
1/10 Volumenteil des 10 x Restriktionspuffers bezogen auf das Reaktionsvo-
lumen und entsprechende Mengen an Restriktionsenzym (max. 10% des Re-
aktionsendvolumens = 5% Glyzerin-Endkonzentration). Die Berechnung der
bendtigten Enzymeinheiten erfolgte in Bezug auf die vom Hersteller angege-
bene Unit-Definition (1 Unit schneidet 1 ng Lambda-DNA unter optimalen Be-
dingungen in einer Stunde). Die Inkubation erfolgte fir ein bis mehrere Stun-
den bei der vom Hersteller emphohlenen Temperatur und wurde anschlie-
Rend durch Zugabe von 1 VT PCI gestoppt (s. 3.6.3).

3.6.8 Farbung von Nukleinsauren mit Ethidiumbromid

Im Gel fixierte DNA-Fragmente lassen sich durch Ethidiumbromid, einer poly-
zyklischen, planaren und chromophoren Verbindung, die sich zwischen be-

nachbarte Basenpaare der DNA einlagert, anfarben. Im UV-Licht (260-
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365 nm) fluoresziert das interkalierende Agens bei einer Wellenlange von

590 nm im rot-orangenen Bereich des sichtbaren Spektrums.

Material:

| Ethidiumbromid-LOsung: 1 mg/ml |

Durchfiihrung:

Zum Farben gelelektrophoretisch aufgetrennter DNA-Fragmente wurden die
Gele fur 15-30 Minuten unter leichtem Schitteln in Ethidiumbromidlésung ge-
farbt und danach 5 bis 10 Minuten in A. bid. entfarbt. Die angefarbten Nu-
kleinsauren wurden auf einem UV-Leuchtschirm bei 260 oder 365 nm sichtbar

gemacht.

3.6.9 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Polyacrylamid-Gelen

mittels Elektroelution

Material:

5 x TBE-Puffer: 450 mM Tris; 450 mM Borsaure; 1,5 mM EDTA
Dialyseschlauch: in A. bid. vorgequollen und bei 100°C erhitzt
Durchfiihrung:

Nach gelelektrophoretischer Trennung der DNA auf einem praparativen Po-
lyacrylamid-Gel (3.4.3) wurde die DNA gefarbt (3.6.8) und das entsprechende
Fragment unter langwelligem UV-Licht (365 nm) mit einem Skalpell ausge-
schnitten. Das Gelstlick wurde nachfolgend in einen mit 1 x TBE-Puffer ge-
fullten Dialyseschlauch Uberfuihrt und dieser an beiden Enden mit Dialyse-
klammern verschlossen. Die Elektroelution wurde fir 30 Minuten bei 150 mA
in einer Horizontal-Elektrophoresekammer in 1 x TBE durchgefihrt. Das Aus-
wandern der DNA aus dem Gelstick wurde anschlieRend mit Hilfe eines UV-
Schirms (365 nm) kontrolliert. Nach vollstandiger Elution wurde die Polaritat
des Stromflusses fur 30 Sekunden geandert, um die an der Dialysemembran
adsorbierte DNA zu I6sen. Der DNA-haltige Puffer wurde abgesaugt und die
DNA unter Standardbedingungen (3.6.4) gefallt. Nach Resuspension in A. bid.
oder entsprechendem Puffer und Konzentrationsbestimmung gemafy 3.6.5
wurde die DNA bei -20°C aufbewahrt.
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3.6.10 Dephosphorylierung linearisierter DNA

Zur Subklonierung von DNA-Fragmenten ist es notwendig, einen Ringschluf
des zur Ligation eingesetzten linearisierten Vektors weitestgehend zu verhin-
dern. Dies geschieht durch Abspaltung der 5-Phosphatgruppen. Ebenso
mussen fur die radioaktive Markierung von 5-Enden zunachst die 5’-Phos-
phatgruppen der zu markierenden DNA-Fragmente abgespalten werden. Ka-
talysiert wird diese Reaktion durch das Enzym alkalische Phosphatase (,CIP*:

calf intestine phosphatase).

Material:

CIP: Alkalische Phosphatase aus Kalberdarm; 1 U/m
10 x CIP-Puffer: 500 mM Tris-HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA
CIP-Stopp-Lsg.: 200 mM EGTA

PCI: Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol (50:50:1)
Ethanol: 100% (v/v)

Durchfiihrung:

Ein typischer Dephosphorylierungsansatz enthielt (Endvolumen: 50 mi):
Fragment bzw. linearisiertes Plasmid: 0,5-5 ny

10 x CIP-Puffer: 5m

CIP: 0,5-1 U /ng DNA

A. bid.: ad 50 m

Nach 50min. Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion mit 2,5 m Stopplésung
beendet. Bei nachfolgender 5’-Endmarkierung wurde der Ansatz zusatzlich 45
Min. bei 65°C inkubiert. Durch zweimaliges Phenolisieren (3.6.3) wurde das

Enzym entfernt. Die DNA wurde unter Standardbedingungen gefallt (3.6.4).

3.6.11 Auffiillen 5'- liberhangender Enden

Material:

10 x Klenow-Puffer: 250 mM Tris-HCI (pH 7,5); 25 mM MgCl,;10 mM DTT

Klenow-Enzym: 5U/m

Desoxyribonukleotide: je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP geldst in 1 x
Klenow-Puffer

Durchfiihrung:

Ein typischer Reaktionsansatz enthielt in einem Endvolumen von 50 mi:
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Fragment-DNA : 100-750 ng
10 x Klenow-Puffer: 5m

dNTP: ie1m
Klenow-Enzym: 2U

A. bid.: ad 50 m

Der Ansatz wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, die DNA wie

unter 3.6.10 beschrieben aufgearbeitet und zur Ligation (3.6.12) eingesetzt.

3.6.12 Ligation von DNA

Material:

10 x Ligasepuffer: 500 mM Tris-HCI (pH 7,4); 100 mM MgCl,; 10 mM ATP;

10 mM Spermidin

T4 DNA-Ligase: 1 U/ml

Vektor-DNA

Durchfiihrung:

Ein typischer Ligationsansatz enthielt:

dephosphorylierte Vektor-DNA: 50 ng

Fragment-DNA : 500 ng

10 x Ligasepuffer : 3m

T4 DNA-Ligase : 2U

A. bid.: ad 30 m

Der Reaktionsansatz wurde fur 12-15 Stunden bei 15°C inkubiert.

Nachfolgend wurden mit dem Ansatz entweder kompetente E. coli Zellen

transformiert (3.6.13), oder der Ansatz wurde bei -20°C aufbewabhrt.

3.6.13 Transformation

Die Aufnahme freier DNA durch Bakterienzellen ist normalerweise kein
effizienter Vorgang. Aus diesem Grunde mussen die Zellen zuvor durch eine
Behandlung mit CaCl, ,kompetent®, d.h. aufnahmebereit gemacht werden
(DAGERT & EHRLICH, 1979).

Material:

CaCl,-Puffer: 10 mM Pipes (pH 7,0); 60 mM CaCl,; 15% (v/v) Glyzerin
LB-Medium: s. 3.1

E. coli: XL1-Blue; BL21

Durchfiihrung:

Zur Herstellung der ,,Ca2+-ZeIIen“ wurden 50 ml LB Flassigmedium mit 2 ml

einer Ubernachtkultur eines E. coli Stammes beimpft und im Schittelinkubator
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bei 250 Rpm und 37°C bis zu einer optischen Dichte (ODsg) von 0,35
angezuchtet. Die fur 10 Minuten im Eisbad abgekuhlte Bakteriensuspension
wurde 5 Minuten bei 7000 Rpm (8000 x g, Sorvall SS-34, 4°C) zentrifugiert,
das Sediment gewaschen und anschlieRend vorsichtig in 10 ml eiskaltem
CaCl,-Puffer resuspendiert. Unter gelegentlichem Schwenken wurden die
Zellen fur 30 Minuten im Eisbad inkubiert, erneut flr 5 Minuten abzentrifugiert
und schlieBlich in 2 ml eiskaltem CaCl,-Puffer aufgenommen. Nach ca. 2
Stunden im Eisbad wurden die Zellen entweder direkt zur Transformation
eingesetzt oder portioniert bei -80°C eingefroren.

Im Transformationsansatz wurden jeweils 200 m der ,kompetenten® Zellen mit
50 -100 ng Plasmid-DNA des Ligationsansatzes gemischt. Nach 30 Minuten
Inkubation im Eisbad wurde der Ansatz fur 45 Sekunden auf 42°C erwarmt
und anschlieend sofort flir 3 Minuten im Eisbad inkubiert. Nach Zugabe von
500 m vorgewarmten (37°C) LB-Medium wurden die Zellen flr 60 Minuten bei
37°C inkubiert.

3.6.14 Selektion positiver Transformanten

Da die verwendeten Plasmide ein Ampicillin-Resistenzgen tragen, laldt sich

eine Selektion positiver Transformanten anhand ihrer Ampicillinresistenz

durchfihren.

Material:

LB-Ampicilin Agarplatten:  LB-Kuturmedium (s. 3.1); 1,5% (w/v)
Agar: 50 mg/l

Ampicillin: 100mg/l

Durchfiihrung:

Jeweils 50-250 m Aliquots der Transformationsansatze (3.6.13) wurden auf
LB-Ampicillin Agarplatten ausplattiert. Die Platten wurden fur 24 Stunden bei
37°C im Brutschrank inkubiert. Alle eindeutig positiven Transformanten

wurden zur weiteren Charakterisierung im ,Mini-Screen (3.6.1) eingesetzt.
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3.6.15 Abtrennung der freien Nukleotide von DNA-Fragmenten

Die Abtrennung freier Nukleotide von DNA-Fragmenten, z.B. nach g-Markie-
rung, erfolgte Uber QIAquick™Nucleotide Removal Kit der Firma Qiagen ent-

sprechend der Anleitung des Herstellers.

3.6.16 Radioaktive 5’-Endmarkierung von ds- oder ss-DNA

Material:

T4 Polynukleotidkinase: 10 U/ni

10 x Kinase-Puffer: 500 mM Tris-HCI (pH 7,6); 100 mM MgCI2; 50 mM
DTT; 1 mM Spermidin; 1 mM

EDTA

o*°P-dATP: 7000Ci / mmol

Durchfiihrung:

An einzelstrangigen DNA-Primern wurde mit Hilfe der T4-Polynukleotidkinase

die gammastandige Phosphatgruppe von ¢32P-dATP auf die 5’OH-Gruppe
ubertragen.

Ein typischer Markierungsansatz enthielt in einem Endvolumen von 50 mi:

DNA: 80 pmol

10 x Kinase-Puffer: 5m
g*?P-dATP: 100-150 nCi
T4-Polynukleotidkinase: 10U

Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 37°C inkubiert und die Reaktion durch
10mindtiges Erhitzen auf 75°C gestoppt. Nichtinkorporierte Nukleotide wurden
gemal (3.6.15) abgetrennt.

3.7 In vitro-Transkription

3.7.1 In vitro-Transkription

Die in vitro-Transkription an klonierten Genen im zellfreien System stellt das
zentrale Testsystem zum funktionellen Nachweis und zur Charakterisierung
von Transkriptionskomponenten dar. Zudem ermaoglicht sie die Analyse der
Abfolge einzelner Abschnitte des Transkriptionszyklus in vitro. Ein Transkrip-

tionsansatz enthielt alle notwendigen Proteinkomponenten in vorgereinigter
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Form (Polymerase, Transkriptionsfaktoren), Matrizen-DNA und Nukleotide,

sowie a*?P-GTP zur radioaktiven Markierung der gebildeten Genprodukte.

Material:

Transkriptionspuffer: s.3.5.1

Nukleotidgemisch: 10 mM ATP, CTP, UTP und 0,5 mM GTP in 67 mM
Tris, pH 7,9

a*P-GTP: 20 uCi/ pl

Plasmid-DNA: 1 pg/

Fragment-DNA: 100 ng/ pl

Proteinase K-Mix: 0,4mg/ml Proteinase K, 100 mM Tris HCI (pH 7,9);
20 mM EDTA (pH 8,0); 2% (v/v) SDS; 0,2 mg/ml tRNA

Ribonuklease Inhibitor: 40U/

EDTA: 5 mM

Durchfiihrung:

Ein typischer a*’P-GTP-markierter Transkriptionsansatz enthielt:

NTP-Mix fiir Pol lII: 5yl

a*’P-GTP: 0,3 pl

Plasmid-bzw. Fragment-DNA: 0,5 pl Plasmid-DNA bzw. 75 bis 200 ng
Fragment-DNA

EDTA (5 mM): 0,5nm
Ribonuklease Inhibitor: 0,5m
Transkriptionspuffer: ad 50 pl

a) Reaktion ohne Vorinkubation — ,,Standard-Transkription*

Zunachst wurden die Reaktionsansatze im5Eiswasserbad bei 0°C erstellt.
Das Volumen, wenn nicht anders angegeben, 50 ul betrug. DNA, Nukleotide,
EDTA, RNAse Block und Puffer wurden zusammengegeben und anschlie-
Rend bei 30°C fur 90 Minuten inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von Proteinase K ad 100 yl Gesamtvolumen abgestoppt. Danach wurde die-
ser Ansatz mindestens 15 Minuten bei RT weiterinkubiert. Anschlief3end wur-
de die synthetisierte RNA isoliert (3.7.2) und gelelektrophoretisch aufgetrennt
(3.4.2). Das Gel wurde autoradiographiert (3.9.1) und die erhaltenen Signale
durch einen Phosphor Imager quantifiziert (3.9.3).

b) Reaktion mit Vorinkubation zur Komplexassemblierung und Isolie-

rung mittels Gelfiltration

Sollten nach der Assemblierung der Transkriptionsfaktoren an der DNA die

dabei entstandenen Komplexe Uber Gelfiltrantion isoliert werden, so wurden
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zunachst nur DNA, EDTA und die Proteinfraktionen in 24 Transkriptionsan-
satzen a 50 yl zusammengegeben und 60 Min. bei 30°C im Wasserbad vorin-
kubiert. Danach wurden diese Vorinkubationsansatze vereinigt und 1 ml auf
die S400 HR10/30 oder S500 HR 10/30-Saule aufgetragen. Nach Isolation
der Transkriptionskomplexe erfolgte, nach Zugabe der Nukleotide, des a>*P-

GTP und der jeweiligen Proteinfraktionen, eine weitere Inkubation fir 60 Min.

3.7.2 Aufarbeitung von RNA aus in vitro Transkriptionsansatzen

Materialien:

PCI: Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (50/50/1)

Denaturierungslésung: 0,2% Bromphenolblau; 0,2% Xylencyanol in 80% (v/v)
Formamid

Natriumacetat-Lsg: 0,6 M Natriumacetat, pH 5,5

Glykogen: 20 mg/ml

Ethanol: 100%

Durchfiihrung:

Der Ansatz mit der in vitro synthetisierten RNA, der mit Proteinase K/SDS be-
handelt wurde, wurde mit 1 VT Natriumacetatlosung versehen, um die Fallung
der Nukleinsduren vorzubereiten. Die tRNA im Proteinase K/SDS Gemisch
fungierte als weitere Fallungshilfe. Die Abtrennung der Proteine und deren
Abbauprodukte wurde durch Zugabe von 1 VT PCI erreicht. Nach 10min.
Zentrifugation bei 13000 Rpm wurde die wassrige Phase abgezogen und in
2,5 VT 100% Ethanol Uberflhrt. Die Sedimentierung der RNA erfolgte durch
15min. Zentrifugation bei 13000 Rpm. Nach dem Abziehen des Ethanols wur-
de das Sediment in 6-8 yl Denaturierungsldsung aufgenommen und 15-20
Min. bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz bei 95°C denaturiert,
im Eiswasserbad abgekuhlt und auf ein denaturierendes Polyacrylamid-Harn-
stoff-Gel aufgetragen (3.4.2). Die Analyse des Gels erfolgte durch Autoradio-
graphie (3.9.1) und ggf. auch durch Auswertung am Phosphor Imager (3.9.3).

55



Methoden

3.8 Nachweis von Protein-DNA-Interaktionen

3.8.1 ,Electrophoretic Mobility Shift Assay*“ (EMSA)

Diese Methode zum Nachweis von Protein-DNA Interaktionen (NACH STRAUSS
& VARSHAVSKY, 1984) beruht auf der veranderten elektrophoretischen Mobili-
tat eines Komplexes eines bestimmten Proteins mit einem radioaktiv markier-
tem DNA-Fragment im Vergleich zu dem nicht komplexierten DNA-Fragment

(,Freie Probe®).

Materialien:

poly-(dldC): 1 mg/ml

g-markiertes DNA-Fragment: PCR-amplifiziertes VAI-Fragment
pUC 9: 1 mg/ml

Proteinfraktionen

Transkriptionspuffer siehe 3.5.1

Durchfiihrung:

Ein 25 yl EMSA-Ansatz in Transkriptionspuffer enthielt 0,5-4 ug pUC 9 und
0,5-4 pg poly-(didC) als Kompetitor DNA. Nach der radioaktiven Markierung
des 24mer M13 rev-Primers (3.6.16) und der Abtrennung der freien Nukleoti-
de (3.6.15), wurde mit Hilfe dieses Primers und des 24mer M13 seq-Primers,
ein VAl-Fragment mittels PCR synthetisiert (3.6.6). Die Effizienz der Markie-
rung wird quantitativ durch Bestimmung der Szintillationsstrahlung ermittelt
(3.9.2) und pro Probe ca. 10000 CPM eingesetzt.

Zunachst erfolgte eine Inkubation der entsprechenden Proteinfraktion mit der
Kompetitor-DNA bei 30°C fur 15 Minuten. Danach wurde mit der radioaktiv
markierten spezifischen DNA fir weiter 90 Minuten inkubiert. Anschliel3end
wurden die Ansatze auf Eis gestellt und bei 4°C auf ein PAA-Gel fir native

Protein-DNA-Komplexe aufgetragen (3.4.3).

3.9 Bestimmung radioaktiver Strahlung

3.9.1 Qualitativ durch Autoradiographie

Nach gelelektrophoretischer Trennung radioaktiv markierter Nukleinsauren

wurde das Gel oder die Membran mit handelsiblicher Frischhaltefolie (ber-
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zogen und ein Rontgenfilm sowie eine Verstarkerfolie (,intensifying screen®)
aufgelegt. Der Film wurde in lichtundurchlassiger Verpackung 1-8 Tage bei -
80°C exponiert. Nach Entwicklung und Fixierung des Films erscheinen die

markierten RNA- bzw. DNA-Fragmente als geschwarzte Banden.

3.9.2 Quantitativ durch Bestimmung der Szintillationsstrahlung

Angewandt wurde diese Methode zur Quantifizierung von DE81-Membran-
feldern und zur Bestimmung der Markierungseffizienz von DNA-Fragmenten
(3.6.16). Hierzu wurde das Membranfeld bzw. ein Aliquot des markierten
Fragmentes mit 5 ml Szintillationscocktail (Rotiszint) in ein Zahlerréhrchen ge-
geben und in einem Beckman Szintillationszahler (LS 5000 TD) die Impulsrate
pro Zeiteinheit in ,counts per minute“ (cpm) bestimmt. Die Messung wurde je

nach Signalstarke 2-4 mal durchgefiihrt und die Ergebnisse gemittelt.

3.9.3 Qualitativ und quantitativ mittels Analyse durch einen

Phosphor Imager

Mit Hilfe dieser Methode kann die Starke der radioaktiven Strahlung der ver-
schiedenen Proben in kurzer Zeit sehr exakt ermittelt werden. Vor dem Aufle-
gen werden alte Daten, die noch auf der Imaging Plate (IP) gespeichert sind,
in einem “Eraser” geldscht, und diese nun informationsleere IP auf das Gel
aufgelegt. Die Expositionsdauer betragt nur ca. '/1o der Zeit, die ein Réntgen-
film bendtigt. Die IP wird nach der Exposition in einem Fuji FLA -3000
Fluorescent Image Analyzer / Phosphor Imager gescannt (mit dem Programm
“Image Reader V. 1.7 E”), d. h. die genaue Signalstarke wird ermittelt. Die
Auswertung der gespeicherten Daten erfolgt mit Hilfe eines Computers mit

dem Programm “Science Lab 98, Image Gauge, Version 3.1”.
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4 Ergebnisse

Fir eine effiziente und spezifische Transkription sind aul3er der DNA-abhan-
gigen RNA-Polymerase |ll weitere Proteine bzw. Proteinkomplexe, die so ge-
nannten Transkriptionsfaktoren, notwendig (SEGALL et al., 1980; MATsuI et al.,
1980). Wie bereits in der Einleitung beschrieben, unterscheiden sich die Pro-
motor-Klassen in den flr die Transkription notwendigen Transkriptionsfakto-
ren. Lediglich TBP, TFIIIB150 und der Transkriptionsfaktor 11IC1 werden fur
die Transkription aller Polymerase-IlI-Gene bendétigt. Bei den 5’-regulierten
Genen (s. 1.2.3) wirkt TBP, neben PBP, als primar DNA-bindender Faktor,
der Uber Protein-Protein-Interaktion weitere Faktoren rekrutiert. Bei den klas-
sischen Polymerase-IlI-Genen (s. 1.2.1 und 1.2.2) hingegen wird TBP — kom-
plexiert mit TFIIIBO0 und TFIlIB150 als TFIlIBb — selbst Uber Protein-Protein-
Interaktion durch einen bereits an die DNA gebundenen Faktor in den Tran-
skriptionskomplex eingebunden.

Fur den Transkriptionsfaktor [1IC1, der fur die Transkription aller Polymerase-
[ll-abhangigen Gene essentiell bendtigt wird, konnte eine wichtige Rolle bei
der Regulation der Polymerase-llI-Transkription wahrend der Zelldifferenzie-
rung, der Zellproliferation und des Zellzyklus nachgewiesen werden (HAERTEL,
1999; THOMAE, 2000; MEISSNER et al., 2002).

Obwohl YOSHINAGA et al. den Transkriptionsfaktor I1IC1 bereits 1987 identifi-
ziert haben, konnte bisher weder seine Struktur noch seine Funktionsweise
aufgeklart werden. Die Schwierigkeiten, TFIIIC1 naher zu charakterisieren,
liegen unter anderem darin, dass es auf3erordentlich schwer ist, den Faktor
uber mehrere Chromatographie-Schritte zu reinigen und dabei seine Aktivitat
zu erhalten. Der Verlust der Transkriptionsaktivitat von TFIIIC1 wahrend der
Reinigung stellt ein schwerwiegendes Problem dar. Deshalb war der Schwer-
punkt der vorliegenden Dissertation die Etablierung einer Reinigungsstrategie,

durch die TFIIIC1 isoliert und gleichzeitig die Aktivitat erhalten werden kann.
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4.1 Untersuchungen zur Funktion von TFIIIC1

411 Der Transkriptionsfaktor IlIC1 wird fiir die Transkription

aller Polymerase-lll-abhdangigen Gene essentiell benotigt

Fir eine effiziente in vitro-Transkription am VA I-Gen ist als erster Transkrip-
tionsfaktor TFIIIC2 als die DNA-bindende Aktivitat notwendig. TFIIIC2 wie-
derum ist fur die Rekrutierung von TFIIIBb in den entstehenden Transkrip-
tionskomplex verantwortlich. Weiterhin mussen TFIIIC1 sowie die Polymerase
[l anwesend sein, damit eine effiziente Polymerase-Ill-Transkription stattfin-
den kann.

Abb. 1:
Aktivitdten des rekonstituierten Sy-
stems in der in vitro-Transkription.

Alle Transkriptionsansatze enthielten
Nukleosidtriphosphate und je 1 ng VA I-
Plasmid als Matrizen-DNA. Das konsti-
tuierte System beinhaltete grundsatzlich
jeweils 2 M ESF-TFIIIBb, 2 m ESF-Po-
lymerase Ill, 10 m MQ-TFIIIC1 sowie 5 ni
Uber PC rechromatographierten MQ-
TFIIC2 (s. 4.2.3). Zur Uberprifung der
einzelnen Aktivitaten wurde die jeweilige

ATFIIB
+ TFIICA
ATFINC
+ TFIIC2
ATFIIC2
+ Pol lll

A Pol lll

& +TFIBp
« .
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zu analysierende Fraktion im System
12 4 6 8 ausgespart. Die Ansatze wurden fir 90

Minuten bei 30°C inkubiert, die Auf-
arbeitung erfolgte nach 3.7.2.

Bahn 1: rekonstituiertes System in Anwesenheit von TFIIIBb

Bahn 2: rekonstituiertes System in Abwesenheit von TFIIIBb

Bahn 3: rekonstituiertes System in Anwesenheit von TFIIIC1

Bahn 4: rekonstituiertes System in Abwesenheit von TFIIIC1

Bahn 5: rekonstituiertes System in Anwesenheit von TFIIIC2

Bahn 6: rekonstituiertes System in Abwesenheit von TFIIIC2

Bahn 7: rekonstituiertes System in Anwesenheit von Polymerase Il

Bahn 8: rekonstituiertes System in Abwesenheit von Polymerase

In Abb. 1 ist ein rekonstituiertes Transkriptionssystem dargestellt, bei dem je-
weils ein Faktor ausgespart wurde. Auf diese Weise lasst sich zum einen
feststellen, ob es sich um einen essentiellen Transkriptionsfaktor handelt, zum
anderen, ob untereinander Kreuzkontaminationen bestehen. Die Bahnen 1, 3,
5 und 7 zeigen die Transkriptionsaktivitat des jeweiligen Proteinmixes, wenn

alle notwendigen Faktoren und die Polymerase Ill anwesend sind; in Bahn 2
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wurde TFIIIBb ausgespart, in Bahn 4 TFIIIC1, in Bahn 6 TFIIIC2 und in Bahn
8 die Polymerase lll. In Abwesenheit dieser Faktoren oder der Polymerase |l
ist keinerlei Transkriptionsaktivitat zu verzeichnen. Dies bedeutet zum einen,
dass keine Kreuzkontaminationen untereinander bestehen, zum anderen ver-
deutlicht dieses Experiment, dass die drei Transkriptionsfaktoren TFIIIC2,
TFIIBb und TFIIC1 fur die Polymerase-lll-Transkription von essentieller Be-
deutung sind. Uber TFIIIC2 ist sowohl strukturell als auch funktionell sehr viel
bekannt und auch TFIIIBb ist bereits recht gut untersucht. Uber die Struktur
und die genaue Funktion von TFIIIC1 ist dagegen noch nichts bekannt, wes-
halb die weitere Reinigung dieses Faktors das Hauptziel darstellt. Aber auch
seine Funktion war in den folgenden Experimenten Gegenstand der Untersu-

chung.

41.2 Uberpriifung der Spezifitit der TFIIIC2-Bindungsverstir-
kung an den AB-Box-Genen durch TFIIIC1

Der Transkriptionsfaktor [lIC1 bindet nicht primar an die DNA, sondern wird
durch Protein-Protein-Interaktion von bereits gebundenen Proteinen an die
DNA gefihrt. Bis vor kurzem war unklar, ob TFIIIC1 vor TFIIIBb in den Kom-
plex eingebunden wird oder ob es sich umgekehrt verhalt. Dass aber grund-
satzlich eine Interaktion zwischen TFIIIC2 und TFIIIC1 stattfinden muss,
wurde aus Footprint- und EMSA-Experimenten geschlossen, bei denen die
Anwesenheit von TFIIIC1 zu einer Erweiterung des TFIIIC2-Schutzes im
Footprint bzw. zu einer Bindungsverstarkung von TFIIIC2 an die DNA flhrte
(YOSHINAGA et al., 1987; WANG & ROEDER, 1996; OETTEL et al., 1997).

Neben der klassischen Reinigung wurde versucht, eine einfache biochemi-
sche Methode einzusetzen, um Kreuzkontaminationen der Transkriptionsfak-
toren und der Polymerase Il zu beseitigen. Hierfir sollte die unterschiedliche
Stabilitat der Transkriptionsfaktoren beim Erhitzen einer Fraktion genutzt wer-
den. Diese bei unterschiedlichen Temperaturen erhitzten Fraktionen wurden
schliellich ebenfalls eingesetzt, um die Spezifitat der TFIIIC2-DNA-Bindungs-

verstarkung in Anwesenheit von TFIIIC1 zu Uberprifen. Hierbei wurde das

60



Ergebnisse

Verhalten der erhitzten Fraktionen im EMSA mit dem Verhalten in der in vitro-

Transkription verglichen.

Um die Temperaturstabilitat der verschiedenen Faktoren und der Polymerase
[Il zu untersuchen, wurden 50 mi der jeweiligen Fraktion flr 15 Minuten unter-
schiedlichen Temperaturen ausgesetzt: 0°C / 25°C / 30°C / 37°C / 42°C /
47°C /52°C.

Direkt im Anschluss wurden diese Fraktionen in ein rekonstituiertes Tran-
skriptionssystem (grundsatzlich bestehend aus ESF-TFIlIBb, ESF-Polyme-
rase lll, MQ-TFIIIC1 und MQ-TFIIIC2; s. 3.5.3) eingesetzt und somit Uberpriift,
bei welcher Temperatur es zu einem Aktivitatsverlust bzw. zur Inaktivierung

kommt.

4.1.2.1 Aktivititsnachweis der erhitzten TFIlIC1-Fraktion in der
in vitro-Transkription

Fir den Nachweis der drei Transkriptionsfaktoren sowie der Polymerase IlI
wurden in vitro-Transkriptionen durchgeflihrt. Eingesetzt wurde jeweils ein re-
konstituiertes Transkriptionssystem, in dem bis auf den nachzuweisenden
Faktor bzw. die Polymerase alle notwendigen Proteinfraktionen sowie Nu-
kleotide und VA |-Plasmid als Template anwesend waren.

Wurde durch die Inkubation der Fraktionen bei den verschiedenen Tempera-
turen der zu analysierende Faktor bzw. die Polymerase inaktiviert, kann keine
Transkription erfolgen. Das Ausmal} der Inaktivierung spiegelt sich in der An-
zahl der entstandenen Transkripte wider und kann anschlieRend qualitativ
mittels Autoradiographie (s. 3.9.1) oder quantitativer Analyse durch einen
Phosphor-Imager (s. 3.9.3) ausgewertet werden.

Abb. 2 zeigt das Ergebnis dieses Experiments: In Bahn 1 ist die Positivkon-
trolle (unbehandelte Fraktionen des eingesetzten rekonstituierten Transkrip-
tionssystems) aufgetragen. In Bahn 2, 10, 18 und 26 sind die Negativkontrol-
len des jeweiligen Systems gezeigt. Lediglich in Bahn 10 ist eine leichte
Kreuzkontamination mit Polymerase zu erkennen, ansonsten sind die

Systeme kreuzkontaminationsfrei.
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Betrachtet man die Bahnen 3 bis 9, in denen die temperaturbehandelte
TFIIIBb-Fraktion eingesetzt wurde, so zeigt sich, dass TFIIIBb bis 37°C stabil
bleibt (Bahn 6) und es bei 42°C nur zu einem leichten Rickgang in der Tran-
skriptionsaktivitdt kommt (Bahn 7). Ab einer Temperatur von 47°C (Bahn 8)
erfolgt die komplette Inaktivierung von TFIIIBb.
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Abb. 2: Uberpriifung der Temperaturstabilitit von TFIIIC1, TFIIIC2, TFIIBB und der
Polymerase Il in der in vitro-Transkription.

Alle Transkriptionsansatze enthielten Nukleosidtriphosphate und je 1 ng VA I-Plasmid als Ma-
trizen-DNA. Das konstituierte System beinhaltete jeweils 2 M ESF-TFIIIBb, 2 mi ESF-Polyme-
rase Ill, 10 mi MQ-TFIIIC1 sowie 5 mi MQ-TFIIIC2. Zur Uberpriifung der Aktivitat der hitzebe-
handelten Fraktionen wurde die jeweilige Fraktion im System ausgespart. Die Ansatze wur-
den fiir 90 Minuten bei 30°C inkubiert, die Aufarbeitung erfolgte nach 3.7.2.

Bahn 1: Positivkontrolle des konstituierten Transkriptionssystems

Bahn 2: Negativkontrolle des TFIlIBb-defizienten Transkriptionssystems

Bahn 3-9: + je 2 m des bei 0°C/25°C/30°C/37°C/42°C/47°C/52°C inkubierten ESF-
TFIIBb

Bahn 10: Negativkontrolle des Polymerase-lll-defizienten Transkriptionssystems

Bahn 11-17:  + je 2 mi der bei 0°C/25°C/30°C/37°C/42°C/47°C/52°C inkubierten ESF-
Polymerase I

Bahn 18: Negativkontrolle des TFIlIC1-defizienten Transkriptionssystems

Bahn 19-25:  +je 10 m des bei 0°C/25°C/30°C/37°C/42°C/47°C/52°C inkubierten MQ-
TFHICA

Bahn 26: Negativkontrolle des TFIlIC2-defizienten Transkriptionssystems

Bahn 27-33:  Zugabe von je 5 nl des bei 0°C/25°C/30°C/37°C/42°C/47°C/52°C
inkubierten MQ-TFI11C2

Der zweite Block (Bahn 11 bis 17) zeigt die Temperaturstabilitat der Polyme-
rase lll. Bis 42°C (Bahn 15) ist kein Verlust an Transkriptionsaktivitat zu ver-
zeichnen und bei 47°C (Bahn 16) nur ein kaum merklicher. Erst bei 52°C
(Bahn 17) ist eine Abnahme der Transkriptionsaktivitat zu erkennen.

In Block drei ist die Temperaturstabilitat von TFIIIC1 dargestellt (Bahn 19 bis
25), hier zeigt sich die deutlichste Temperatursensibilitat. Bereits bei 30°C
(Bahn 21) ist ein Aktivitatsrickgang zu beobachten, bei 37°C (Bahn 22) ist
schon ein ganz erheblicher Verlust an Aktivitat zu verzeichnen und bei 42°C

(Bahn 23) ist so gut wie keine Transkriptionsaktivitat mehr nachweisbar. D.h.
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der Bereich, in dem die Aktivitat beeintrachtigt wird, liegt fur TFIIIC1 zwischen
30°C und 37°C.

Der letzte Block zeigt die Temperaturstabilitdét von TFIIIC2 (Bahn 27 bis 33),
der bei einer Erwarmung bis 37°C (Bahn 30) keinerlei Aktivitatsverlust auf-
weist. Bei 42°C (Bahn 31) kommt es dann allerdings zu einem abrupten Akti-
vitatseinbruch.

In Hinsicht auf das urspriingliche Ziel, Kreuzkontaminationen in der TFIIIC1-
Fraktion durch einfaches Erhitzen zu beseitigen, erwies sich diese Methode

als ungeeignet, da TFIIIC1 selbst besonders temperatursensitiv ist.

4.1.2.2 Aktivitatsnachweis der erhitzten Fraktionen im EMSA

Um die erhitzten TFIIIC2-Fraktionen auch in ihrer Funktion hinsichtlich der
DNA-Bindung zu Uberprifen, wurden EMSAs durchgefiihrt (s. 3.4.4), wobei
auch die Bindungsverstarkung in Anwesenheit von TFIIIC1 von zentralem
Interesse war.

Abb. 3 zeigt den Einfluss der Temperaturbehandlung auf TFIIIC2 und seine
Bindungsaktivitat in Anwesenheit von TFIIIC1. Bahn 1 zeigt das proteinfreie,
radioaktiv markierte VA I-Fragment (s. 3.6.16). Die in dieser Probe auftreten-
de zweite Bande (mit einem Pfeil markiert) wird vermutlich von Multimeren
oder Sekundarstrukturen des VA I|-Fragments verursacht. In Bahn 2 wurden
4 m einer TFIIIC1-Fraktion zu dem markierten VA |-Fragment gegeben, die
aber erwartungsgemal keine Bindungsaktivitat aufweist. Bahn 3 zeigt die Bin-
dungsaktivitat einer TFIIIC2-Kontrollfraktion in Anwesenheit von TFIIIC1. In
Bahn 3 bis 10 tritt ein Komplex auf, der eine hdhere elektrophoretische Mobi-
litat besitzt als der spezifische TFIIIC2-DNA-Komplex; seine Rolle ist bisher
nicht geklart (SCHNEIDER et al., 1990). Der spezifische TFIIIC2-DNA-Komplex
ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

In Bahn 4 bis 10 wurde der jeweils bei 0°C, 25°C, 30°C, 37°C, 42°C, 47°C
sowie 52°C inkubierte TFIlIC2 auf seine Bindungsaktivitat in Anwesenheit von
TFIIC1 untersucht. Hier zeigt sich, dass bei 37°C die Bindungsaktivitat eine
geringfligige Abschwachung aufweist (Bahn 7), bei 42°C verschwindet sie
schliellich fast komplett (Bahn 8). Der spezifische TFIIIC2-DNA-Komplex bil-

det sich also nur bis 37°C aus, ab 42°C ist er nicht mehr nachweisbar. Dies
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bedeutet, dass die Bindungsaktivitat von TFIIIC2 bei 42°C inaktiviert wird, was

mit den Ergebnissen aus der in vitro-Transkription Ubereinstimmt.
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Abb. 3: Analyse des Einflusses von TFIIIC1 auf hitzebehandelten TFIIIC2 im EMSA.

Vorgehensweise wie unter 3.8.1 beschrieben. Kompetitiert wurde mit 1 ng Poly-dldC und
0,5 ng pUCS9.

Bahn 1: Freie DNA
Bahn 2: +4 m MQ-TFIIC1
Bahn 3: +4 M MQ-TFIIC1 + 4 Ml MQ-TFIIIC2

Bahn 4-10: +je 4 M MQ-TFIIIC1 + je 4 m des bei 0°C/25°C/30°C/37°C/42°C/47°C/52°C
inkubierten MQ-TFI1IC2

Betrachtet man dagegen das Verhalten des Komplexes im unteren Bereich
des EMSA, so ist keinerlei Effekt durch die Temperatur zu verzeichnen. Es
lasst sich daher vermuten, dass es sich hierbei um einen unspezifischen

Komplex handelt.

Abb. 4 zeigt den Einfluss des temperaturbehandelten TFIIIC1 auf die Bin-
dungsaktivitat von unbehandeltem TFIIIC2. Bahn 1 zeigt das proteinfreie, ra-
dioaktiv markierte VA I-Fragment. In Bahn 2 wurden 4 ml TFIIIC2 zu dem VA I-
Fragment gegeben und es zeigt sich ein zwar schwacher, aber erkennbarer
TFIIC2-DNA-Komplex. Diese geringe Starke (durch die Zugabe einer nur ge-

ringen Menge TFIIIC2) wurde gewahlt, um die Bindungsverstarkung in Anwe-
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senheit von TFIIIC1 deutlich darstellen zu kénnen. Wie Bahn 3 bis 10 zeigen,
fuhrt die Zugabe von TFIIIC1, unabhangig davon, welcher Temperatur (zwi-
schen 0°C und 52°C) es zuvor ausgesetzt war, zu einer deutlichen Verstar-
kung des TFIlIIC2-DNA-Komplexes (vgl. Bahn 2 mit Bahn 3 bis 10).

In Bahn 2 bis 10 treten weitere Protein-DNA-Komplexe unterhalb des spezifi-
schen TFIIIC2-DNA-Komplexes auf (mit Sternchen gekennzeichnet), deren

Bedeutung bzw. Spezifitat nicht geklart ist.
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Abb. 4: Analyse des Einflusses von hitzebehandeltem TFIIIC1 auf die TFIlIC2-DNA-
Bindung im EMSA.

Vorgehensweise wie unter 3.8.1 beschrieben. Kompetitiert wurde mit 1 ng Poly-dldC und
0,5 ng pUCS9.

Bahn 1: Freie DNA
Bahn 2: +4 m MQ-TFIIIC2
Bahn 3: +4 M MQ-TFIIIC2 + 4 Ml MQ-TFIIIC1

Bahn 4-10: +je 4 m MQ-TFIIIC2 + je 4 m des bei 0°C/25°C/30°C/37°C/42°C/47°C/52°C
inkubierten MQ-TFIIC1

Da die in diesem Experiment aufgetretene Bindungsverstarkung auch noch in
einem Bereich auftritt, in dem die Transkriptionsaktivitat von TFIIIC1 langst
inaktiviert wurde, stellt sich die Frage, ob es sich bei der beobachteten Bin-

dungsverstarkung Uberhaupt um eine spezifische Interaktion zwischen
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TFIIC2 und TFIIC1 handelt. Um dies naher zu untersuchen, wurde eine
TFIIIC1-Fraktion erneut bei verschiedenen Temperaturen inkubiert, dieses
Mal in einem Bereich von 40°C bis 95°C.

Dieser hoher erhitzte TFIIIC1 wurde ebenfalls im EMSA auf die Bindungsver-
starkung bei TFIIIC2 untersucht (Daten nicht gezeigt).

Die Bindungsverstarkung, die die bei 40°C erhitzte TFIIIC1-Fraktion bewirkte,
war auch bei allen héher erhitzten Proben zu beobachten. Selbst die bei 95°C
erhitzte TFIIIC1-Fraktion flhrte zu einer Verstarkung des TFIIIC2-DNA-Kom-
plexes.

Die beobachtete Bindungsverstarkung wurde bisher auf eine spezifische
TFIIC1-TFIIC2-Interaktion zurlckgeflhrt (YOSHINAGA et al., 1987; WANG &
ROEDER, 1996; OETTEL et al., 1997), was aber nach diesen Daten nicht haltbar
ist, sondern im Gegenteil eine spezifische Interaktion zwischen TFIIIC1 und

TFIIC2 ausgeschlossen werden muss.

4.1.3 Einfluss der DNA-Topoisomerase | auf das Polymerase-lll-

Transkriptionssystem

Wie bereits in der Einleitung erwahnt (s. 1.4.3), konnten WANG & ROEDER
1998 Uber eine Immunoprazipitation mit Antikérpern gegen TFIIIC220 einen
Komplex isolieren, den sie als ,Holo-TFIIIC* bezeichneten. Dieser Komplex
enthielt unter anderem den Positive Cofactor 4 (PC4) sowie die DNA-Topo-
isomerase |. WANG & ROEDER beschrieben, dass fir eine effiziente VA I-Tran-
skription wenigstens einer der beiden genannten Faktoren benotigt wird.

Da die Reinigungsstrategie von WANG & ROEDER erheblich von der in unse-
rem Labor etablierten abweicht, sollte Uberprift werden, ob die Topoisome-
rase | auch in unserem System eine Rolle spielt und ob es sich bei der Topo-
isomerase | und TFIIIC1 um das gleiche Wirkprinzip handeln kénnte; daher
wurde der Einfluss von rekombinanter Topoisomerase | auf ein rekonstituier-
tes Transkriptionssystem untersucht.

In Abb. 5 ist in den Bahnen 1 und 7 die Grundaktivitat des jeweiligen Systems
gezeigt. Im TFIIIC1-haltigen System ist eine effiziente VA I-Transkription zu
sehen (Bahn 1), wahrend im TFIlIC1-defizienten System keine Transkription

moglich ist (Bahn 7). Gibt man zu beiden Systemen steigende Mengen der
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Topoisomerase | (von 1 U bis 20 U, Bahn 2 bis 6 und 8 bis 12), tritt keine
Veranderung in der Transkriptionseffizienz auf. Es werden weder die Signale
im TFIIC1-haltigen System starker, noch kann die Topoisomerase | im zwei-

ten System TFIIIC1 ersetzen und so die Transkription rekonstituieren.

TFIIC -haktiges System TFIICA -defizientes Systam

Topo | Topo |
I 1 I 1
pil ag

A qu 289 U Y - X T -

1 2 3456 7 8 9101112

Abb. 5: Untersuchung des Einflusses der Topoisomerase | auf ein TFIlIC1-haltiges
und ein TFIlIC1-defizientes in vitro-Transkriptionssystem.

Alle Transkriptionsansatze enthielten Nukleosidtriphosphate und je 1 ng VA I-Plasmid als Ma-
trizen-DNA. Das konstituierte System beinhaltete jeweils 5 m EDF- TFIIIBb, 4 mi ESF-Polyme-
rase lll, 5 M ESF-TFIIC1 sowie 5 M MQ-TFIIIC2. Eingesetzt wurde rekombinante Topoiso-
merase | von MBI Fermentas. Bahn 1 bis 6 enthalt das TFIIIC1-haltige Transkriptionssystem,
Bahn 7 bis 12 das TFIlIC1-defiziente Transkriptionssystem.

Bahn 1+7: Keine Zugabe von Topoisomerase |
Bahn 2-6 + 8-12: +je1U/25U/5U/10U /20 U Topoisomerase |

41.4 Uberpriifung eines moglichen Zusammenhangs zwischen
TFIIIC1 und CK2

Die Proteinkinase CK2 (friher Casein Kinase IlI; s. 1.8) ist ein 130 kDa gro-
Res, hochkonserviertes Protein in Eukaryoten, das wachstumsférdernde und
onkogene Eigenschaften aufweist (Reviews: LITCHFIELD & LUSCHER, 1993;
ALLENDE & ALLENDE, 1995).

JOHNSTON et al. (2002) zeigten mit Hilfe von Koimmunoprazipitationsversu-
chen, dass CK2 einen stabilen Komplex mit TFIIIB bildet und die RNA-Poly-

merase-llI-Transkription in menschlichen Zellen aktiviert.
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Aufgrund der Tatsache, dass in unserem Labor TFIIIC1 stets im Zusammen-
hang mit einer Aktivierung der in vitro-Transkription stand, sollte geklart wer-
den, ob es sich bei TFIIIC1 mdglicherweise um CK2 handeln kdnnte. Daher
wurde unser rekonstituiertes Transkriptionssystem auf die Anwesenheit von
CK2 Uberpruft.
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Abb. 6: Uberpriifung verschiedener Proteinfraktionen auf ihren CK2-Gehalt im
Western Blot.

Die Fraktionen wurden auf ein SDS/12,5%PAA-Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufge-
trennt. AnschlieBend wurde das Gel fir 2 Stunden bei 250 mA auf eine PVDF-Membran ge-
blottet . Das weitere Vorgehen ist unter 3.5.7.2 beschrieben. Eingesetzt wurde ein polyklona-
ler Antikdrper gegen die a-Untereinheit von CK2, der mit der a¢Untereinheit kreuzreagiert.

Bahn 1: 40 m Mark12 Bahn 7: 20 M PCD

Bahn 2: 500 ng rekombinante CK2 Bahn 8: 10 n ss-Polymerase I
Bahn 3: 5 m S100 (Zellextrakt) Bahn 9: 75 m DC-TFIIC2
Bahn 4: 5m PCA Bahn 10: 30 m ESF-TFIIBb
Bahn 5: 20 M PCB Bahn 11: 100 mi MQ-TFIHIC1
Bahn 6: 20 M PCC Bahn 12: 100 ml MQ-TFIIC1-like

Abb. 6 zeigt einen Western Blot mit den grob gereinigten Ausgangsfraktionen
bis hin zu den sehr weit gereinigten Komponenten des rekonstituierten Tran-
skriptionssystems. In Bahn 2 befindet sich die Positivkontrolle in Form von re-
kombinanter CK2. Bahn 3 bis 12 zeigt die unterschiedlichen Reinigungsstufen
vom Zellextrakt (S100) bis hin zu den einzelnen hochgereinigten Fraktionen,

die unter anderem auch fir die Generierung von Transkriptionskomplexen
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eingesetzt wurde (s. 4.2.10). Fur den Western Blot wurden Antikdrper gegen
die 44 kDa grofRe a-Untereinheit von CK2 verwendet (der Antikorper ist kreuz-
reaktiv mit der gleichgroRen a¢Untereinheit).

Im S100 (Bahn 3) ist CK2 erwartungsgemald detektierbar. Nach der Auftren-
nung des S100 Uber eine Phosphocellulose-Chromatographie findet sich in
der PCA-Fraktion keine CK2 (Bahn 4), in der PCB-Fraktion eine sehr geringe
Menge (Bahn 5) und in der PCC-Fraktion nur Spuren (Bahn 6, fototechnisch
nicht darstellbar, da es sich an der Nachweisgrenze befindet). Die Haupt-
menge erscheint sehr stark und deutlich in der PCD-Fraktion (Bahn 7). Be-
trachtet man die weit gereinigten Fraktionen im einzelnen, so zeigt sich, dass
in der Uber Single-strand-DNA-Cellulose gereinigten Polymerase-llI-Fraktion
keinerlei CK2 enthalten ist (Bahn 8), ebenso sind die MQ-TFIIIC1-Fraktion
(Bahn 11) und die MQ-TFIIICO-Fraktion (Bahn 12) CK2-frei. Auffallig ist dage-
gen der ausgesprochen deutliche CK2-Gehalt der TFIlIIC2-Fraktion (Bahn 9),
die Uber eine Double-strand-DNA-Cellulose gereinigt wurde. Noch interes-
santer ist allerdings die Tatsache, dass die ESF-TFIIIBb-Fraktion (Bahn 10)
vollkommen CK2-frei ist, was nach JOHNSTON et al. nicht zu erwarten gewe-
sen ware.

Somit konnte gezeigt werden, dass es sich bei TFIIIC1 und CK2 um zwei ver-

schiedene Proteinkomplexe handeln muss.

In einem anderen Zusammenhang (s. 4.2.10) waren aus den zuletzt genann-
ten Fraktionen des rekonstituierten Transkriptionssystems unter Standardbe-
dingungen vollstandige Transkriptionskomplexe am VA |-Plasmid generiert
worden. Diese Transkriptionskomplexe koénnen aufgrund ihrer Grolke Uber
eine S500-Gelfiltrationssaule von den freien, nicht in den Komplex eingebun-
denen Proteinen abgetrennt werden (s. 3.5.2.3): Wahrend die an die DNA ge-
bundenen Transkriptionskomplexe im Ausschlussvolumen eluieren, erschei-
nen die freien Proteine im Trennbereich der Saule.

Da in der fur die Assemblierung der Transkriptionskomplexe eingesetzten
TFIIIC2-Fraktion CK2 (s. Abb. 6, Bahn 9) enthalten war, sollte Gberprift wer-

den, ob sich CK2 auch in den assemblierten, transkriptionsaktiven Komplexen
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nachweisen lasst und damit unter Umstanden eine Rolle bei der Initiation oder

Reinitiation der Polymerase-lll-Transkription spielt.

Abb. 7 A zeigt den Western Blot gegen CK2 mit samtlichen Fraktionen der
Gelfiltration, Uber die die vollstandigen Transkriptionskomplexe gereinigt wur-
den (s. 3.5.2.3). Bahn 3 zeigt den Auftrag (GF 5, s. 4.2.10) auf die S500-Gel-
filtrationssaule, Bahn 4 bis 19 alle Fraktionen dieser Chromatographie, Bahn

2 rekombinantes CK2 als Positivkontrolle.

GF 5 (vollstandige Komplexea)

o T 1
=
A, s MU A1 234 85 8 7T E 9 101112 13 14 15 16

55 =
& . e T2
b1 " . g o
i
1 2 3 4 5 6 7T 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Abb. 7: Uberpriifung der Gelfiltrationsfraktionen mit vollstindigen Transkriptions-

komplexen auf ihren CK2-Gehalt im Western Blot sowie ihre Transkrip-
tionsaktivitat in der in vitro-Transkription.

A.  Western Blot. Bevor die Gelfiltrations-Fraktionen auf ein SDS/8%PAA-Gel aufgetragen
wurden, wurden sie mittels StrataClean Resin auf ein Volumen von 100 ni gebracht. Der
Laufpuffer enthielt Tris/Tricine. Nach der Elektrophorese wurde das Gel fiir 2 Stunden bei 260
mA auf eine PVDF-Membran geblottet. Weiteres Vorgehen siehe unter 3.5.7.2. Eingesetzt
wurde ein polyklonaler Antikdrper gegen die a-Untereinheit von CK2, der mit der a¢Unterein-
heit kreuzreagiert.

Bahn 1: 40 m Mark 12
Bahn 2: 200 ng CK2
Bahn 3: 100 m Auftrag (GF5) auf die Gelfiltration

Bahn 4-19:  Fraktion 1 bis 16 der Gelfiltration mit dem Ansatz GF5

GF 5 B. In vitro-Transkription.
I 1 . .
Alle Transkriptionsansatze enthielten Nu-
B. Az 4T kleosidtriphosphate.
Bahn 1: 40 m Auftragsfraktion
e - Bahn 2-7:  je 50 n der Geffiltrations-
fraktionen 2 bis 7

1 2 3 4 5 6T
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Das Signal der Positivkontrolle in Bahn 2 ist sehr stark und markiert die Lauf-
hohe der a-Untereinheit von CK2 (bzw. a@. Die Komplex-haltigen Gelfiltra-
tionsproben (hauptsachlich Fraktion 4 und 5, Bahn 4 und 5; vgl. Transkrip-
tionsaktivitat in Abb. 7 B) weisen keinerlei CK2 auf. Im Bereich der hinteren
Fraktionen (11 bis 16, Bahn 14 bis 19) erscheinen in Abb. 7 A schwache Si-
gnale, die die Anwesenheit von CK2 in den abgetrennten, freien Proteinen
widerspiegeln. Die aktiven Transkriptionskomplexe (Abb. 7 B, Fraktion 4 und
5 in Bahn 4 und 5) enthalten also kein CK2.

Dass in der Auftragsprobe kein Signal erscheint, liegt daran, dass von der
Auftragsfraktion lediglich 100 m eingesetzt wurden, wahrend die Gelfiltra-
tionsproben der vier Laufe untereinander vereinigt (je Probe ca. 3,5 ml) und
mit Hilfe der StrataClean Resin-Methode auf ein adaquates Volumen gebracht
wurden. D. h. das in den 100 m Auftrag enthaltene CK2 lag vermutlich unter-

halb der Nachweisgrenze und wurde deshalb nicht detektiert.
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4.2 Reinigung von TFIIIC1

4.21 Standard-Reinigungsverfahren fiir TFIIIC1

HEK S$100

0.1 M KCI

| Phosphocellulose |
I M KCl
[ [ |
0.1 0.35 0.6 1.0

PCA PCB PCC PCD M KClI

TFIIIIC P

027 PBP EMD SO ;-Fractogel
TFIlIC M KCI
0.17
TFIlIC 0 0.46-0.5 MmKcl
TFIlIC 2
EMD SO j;-Fractogel
)} ne
0.46-0.5
TFIlIC 1 031
TFIlIC 1

| EMD SO ,:Fractogel | M Kcl

M KCI

0.39-0.48 TFIIC 4 jike

0.39-0.46 TBA
TFIIU

0.32

0.22-0.27 TFlllC 1-like

TBA

0.2
TFIllU

Die Standard-Reinigung flr TFIIIC1 beinhaltet eine abwechselnde Kationen-
und Anionen-Chromatographie (PC / MQ / ESF oder Resource S; s. 3.5.2).
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Die Uberprifung der Reinigungseffizienz zeigte allerdings, dass auf dieser
Stufe immer noch insgesamt zuviele Proteine enthalten sind, so dass die
Identifizierung von Untereinheiten, die zu TFIIIC1 gehéren kdnnten, unmadg-
lich war. Fur die Isolierung von TFIlIC1-Untereinheiten und eine anschlie-
Rende Klonierung ist also eine effizientere Reinigung von grundlegender
Wichtigkeit.

4.2.2 Phosphocellulose- und MonoQ-Chromatographie

Mittels einer Phosphocellulose-Chromatographie (SEGALL et al., 1980; MATSUI
et al., 1980) werden aus einem zytoplasmatischen Zellextrakt (S100, s. 3.3.1)
vier Fraktionen gewonnen, die in der Reihenfolge ihrer Elution als PCA, PCB,
PCC und PCD bezeichnet werden.

Fir die weitere Reinigung der PCC-Fraktion wird diese auf eine MonoQ-Saule
(starker, hochauflésender Anionentauscher; s. 3.5.2.1) aufgetragen und mit
einem linearen Salzgradienten von 60 bis 450 mM KCI eluiert. Auf diese
Weise erhalt man drei unterschiedliche, transkriptionsaktive Fraktionen, die
als TFIICO-, TFIIIC1- und TFIIIC2-Fraktion bezeichnet werden (YOSHINAGA et
al., 1987; OETTEL et al., 1997). Weiterhin eluiert im Bereich zwischen der
TFIIIC1- und der TFIlIC2-Fraktion der Transkriptionsfaktor PBP, der flr die

Transkription der 5’-regulierten Polymerase-llI-Gene notwendig ist.
4.2.3 Hydrophobe Interaktions-Chromatographie (HIC)

Das weitere, standardisierte Vorgehen beinhaltete eine Kationenaustauscher-
Chromatographie in Form eines EMD SOj;" Fractogel- (ESF; s. 3.5.2.2 und
4.2.1) oder eines ResourceS-Saulenlaufs. Da mit diesen Chromatographien
allerdings kein nennenswerter Reinigungseffekt erreicht werden konnte (Da-
ten nicht gezeigt), sollte die Hydrophobe Interaktions-Chromatographie als
vollkommen neue Reinigungsstrategie eingesetzt werden.

Die Prinzip der HIC (s. 3.5.2.4) ist dem der lonenaustauscherchromatographie
genau entgegengesetzt: Wahrend bei letzterer die Proteine unter Niedrigsalz-

bedingungen auf die Saule aufgetragen und durch steigende Salzkonzentra-
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tionen eluiert werden, erfolgt der Auftrag auf die HIC unter Hochsalzbedin-
gungen und die Elution bei Niedrigsalz.

Diese Methode kénnte sich als vorteilhaft erweisen, da die TFIIIC1-haltigen
Fraktionen fur den Auftrag auf die HIC-Saule im undialysierten Zustand mit
Ammoniumsulfat versetzt werden kdnnen, womit der Aktivitatsverlust durch

den Dialyseschritt vermieden werden konnte.

Fir die hydrophobe Interaktions-Chromatographie wurde eine MQ-TFIIIC1-
Fraktion durch die Zugabe einer 3 M Ammoniumsulfatiésung (bei 4°C) auf
eine Endkonzentration von 1 M Ammoniumsulfat gebracht. Vor dem Auftrag
auf die Saule (1 ml-Fertigsaule mit Phenyl Sepharose® 6 FF {high substi-

tuted} als Saulenmaterial, s. 3.5.2.4) wurde die Probe flr zehn Minuten bei
4°C zentrifugiert, um eventuell ausgefallenes Protein vom Uberstand abzu-
trennen.

Nach dem Auftrag wurden vier Elutionsschritte mit Transkriptionspuffer (s.
3.5.1) durchgefuhrt, der fallende Ammoniumsulfatkonzentrationen enthielt:
750 mM, 500 mM, 250 mM und 0 M Ammoniumsulfat.

Aufgrund des hohen Salzgehalts mussten alle Elutionsschritte sowie die Auf-
tragsprobe dialysiert werden, bevor sie in der in vitro-Transkription auf Aktivi-
tat untersucht werden konnten.

Abb. 8 zeigt die in vitro-Transkription mit den HIC-Fraktionen, die zu einem
TFIIIC1-defizienten Transkriptionssystem (Bahn 2) am VA [-Gen gegeben
wurde. In den Bahnen 1 und 2 befinden sich die Positiv- und Negativkontrolle
des eingesetzten Transkriptionssystems. In Bahn 3 ist die Aktivitat der Auf-
tragsfraktion nach Ammoniumsulfatzugabe vor der Zentrifugation (A) gezeigt,
in Bahn 4 die Ammoniumsulfat-versetzte Auftragsfraktion nach der Zentrifu-
gation (Z). Es wird deutlich, dass bei einer Konzentration von 1 M Ammo-
niumsulfat bereits ein erheblicher Teil der TFIIIC1-Aktivitat ausfallt, durch die
Zentrifugation abgetrennt wird und gar nicht erst auf die Saule gelangt. Im
Durchbruch (BT; Bahn 5), dem 750 mM-Schritt (Bahn 6) und dem 500 mM-
Schritt (Bahn 7) ist auch nach Dialyse keinerlei TFIIIC1-Transkriptionsaktivitat
nachweisbar. Dagegen findet sich eine gewisse Transkriptionsaktivitat im 250
mM-Schritt (Bahn 8) und eine sehr deutliche im 0 M-Schritt (Bahn 9).
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miM Ammoniumsulfat
1 I

A Z BT 750 500 250 O
4.0 .59
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Abb. 8: Untersuchung der TFIIIC1-Aktivitédt in den HIC-Fraktionen in der in vitro-
Transkription.

2

Alle Transkriptionsansatze enthielten Nukleosidtriphosphate und je 1 ng VA I-Plasmid als Ma-
trizen-DNA. Das rekonstituierte System beinhaltete jeweils 2,5 m ESF-TFIIIBb, 3 m ESF-Poly-
merase Ill sowie 5 M MQ-TFIIIC2. Alle HIC-Fraktionen wurden durch Dialyse auf 60 mM KCI
gebracht.

Bahn 1: Positivkontrolle des TFIlIC1-defizienten Transkriptionssystems

Bahn 2: Negativkontrolle des TFIlIC1-defizienten Transkriptionssystems

Bahn 3: + 10 m der (NH,4),SO,-versetzten Auftragsfraktion VOR der Zentrifugation
Bahn 4: + 10 m der (NH,4),SO,-versetzten Auftragsfraktion NACH der Zentrifugation
Bahn 5: + 10 m des Durchbruchs

Bahn 6: + 10 m des 750 mM (NH,4),SO,4-Schritts der HIC

Bahn 7: + 10 m des 500 mM (NH,4),SO,4-Schritts der HIC

Bahn 8: + 10 m des 250 mM (NH,4),SO,4-Schritts der HIC

Bahn 9: + 10 m des 0 M (NH,),SO,-Schritts der HIC

Je 50 m der HIC-Fraktionen wurden anschlief3end auf ein 10 %iges SDS-Gel
aufgetragen und nach der elektrophoretischen Auftrennung silbergefarbt (s.
3.5.12), um den Reinigungseffekt der HIC zu Uberprifen (Abb. 9).

Bahn 2 zeigt die Ammoniumsulfat-versetzte MQ-TFIIIC1-Fraktion vor der
Zentrifugation (A (vor Z.)). Bahn 3 enthalt die gleiche Fraktion nach der Zen-
trifugation (A (nach Z.)). Es zeigt sich eine gewisse Reduktion im Proteinge-
halt, was mit dem Verlust an Transkriptionsaktivitat in der in vitro-Transkrip-
tion Ubereinstimmt (vgl. Abb. 8, Bahn 3 und 4).

Der Durchbruch (BT; Bahn 4), der 750 mM- sowie der 500 mM-Elutionschritt
(Bahn 5 und 6) enthalten so gut wie keine Proteine. Bei der deutlich hervor-
tretenden Bande in Hohe von ca. 68 kDa handelt es sich um BSA, das zum

Blocken der Dialysehutchen eingesetzt wurde.
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Abb. 9:
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Analyse der HIC-Fraktionen im silbergefdrbten SDS-Gel.

Es wurden je 50 m der jeweiligen Fraktion auf ein SDS/10%PAA-Gel aufgetragen. Bis auf den
0 M (NH,4),SO,4-Schritts waren alle HIC-Fraktionen dialysiert. Das Gel wurde anschlieend
silbergefarbt (s. 3.5.12).

Bahn 1:
Bahn 2:
Bahn 3:
Bahn 4:
Bahn 5:
Bahn 6:
Bahn 7:
Bahn 8:
Bahn 9:

40 m Mark12

(NH,),SOg4-versetzten Auftragsfraktion VOR der Zentrifugation
(NH4)2SO4-versetzten Auftragsfraktion NACH der Zentrifugation
Durchbruch der HIC

750 mM (NH,4),SO,4-Schritt der HIC

500 mM (NH,4).SO,4-Schritt der HIC

250 mM (NH,).SQO,4-Schritt der HIC

0 M (NH,4).SO4-Schritt der HIC

25 m SeeBlue plus 2

Der 250 mM-Schritt (Bahn 7) weist bereits einen deutlich hdheren Proteinge-
halt auf, der 0 M-Schritt (Bahn 8) schlie3lich enthalt die meisten Proteine.

Was sich im Vergleich mit nachfolgend durchgefihrten Experimenten (s. 4.2.9
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und 4.2.10) als sehr interessant herausstellte, ist die Tatsache, dass auch hier
Proteinbanden mit einer GroRe von ca. 58, 66, 68, 141 sowie 162 kDa
erkennbar sind (zwischen Bahn 7 und 8 mit einem Stern markiert), die, unter
Vorbehalt, mit denjenigen korrelieren, die spater in Abb. 25 gefunden wurden
(Abb. 9, Bahn 7 und 8; vgl. Abb. 25, Bahn 6 und 7: » 43, 57, 65, 69, 140 und
164 kDa). Da aber Abb. 9, Bahn 7 und 8, den gesamten Inhalt der jeweiligen
Proteinfraktion bestehend aus einer Vielzahl von Proteinen zeigt, die
groltenteils mit TFIIIC1 in keinerlei Zusammenhang stehen, und Abb. 25
keine weiteren Hinweise auf potentielle Untereinheiten von TFIIIC1 liefert,
kann keine der anderen distinkten Banden in Bahn 7 und 8 mit TFIIIC1 in
Verbindung gebracht werden.

Fur die Grolkenbestimmung der Polypeptide wurde der ungefarbte Marker in

Bahn 1 herangezogen.

Wie das silbergefarbte SDS-Gel zeigte, war der Reinigungseffekt Uber die
HIC-Chromatographie in dieser Form eher gering. Es wurde daher ein Ver-
such unternommen, die Methode zu optimieren, um eine bessere Reinigung
zu erzielen.

Im Folgenden wurde dem Problem, dass bei 1 M Ammoniumsulfat zuviel
TFIIIC1-Aktivitat ausfallt, dadurch begegnet, dass nur noch eine Konzentra-
tion von 500 mM Ammoniumsulfat gewahlt wurde. Dies flhrte jedoch auch zu
keinem Erfolg, da TFIIIC1 bei 500 mM Ammoniumsulfat nicht an das Saulen-
material band und somit in keinem Eluat nachweisbar war.

Diese Erfahrungen zeigten, dass die Hydrophobe Interaktions-Chromato-

graphie offensichtlich fur die Reinigung von TFIIIC1 ungeeignet ist.

4.2.4 Optimierung der Reinigungsstrategie auf Stufe der Phos-

phocellulose

Bei der standardisierten Phosphocellulose-Chromatographie werden drei Elu-
tionsschritte durchgefihrt (350 mM, 600 mM und 1 M KCI), aus denen jeweils
die PCB-, PCC- und PCD-Fraktion hervorgeht. Um schon vor der MonoQ-
Chromatographie eine im Proteingehalt reduzierte TFIIIC1-haltige Phospho-

cellulose-Fraktion zu praparieren, wurde zwischen die klassische PCB und
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PCC ein weiterer Elutionsschritt eingeschoben, indem mit 350 mM, 450 mM
und 600 mM KCI eluiert wurde.

Die aus dieser Chromatographie resultierenden und potentiell TFIIIC1-halti-
gen PCy3s5.045- und PCy4s5.06-Fraktionen wurden nacheinander unter Stan-
dardbedingungen einer MonoQ-Chromatographie unterzogen und anschlie-
Rend in der in vitro-Transkription auf TFIIIC1-Transkriptionsaktivitat unter-
sucht. Wie sich hierbei jedoch herausstellte, wird die TFIIIC1-Aktivitat aufge-
splittet und befindet sich sowohl in der PCy3s5.045-Fraktion als auch in der
PCo.45.06-Fraktion (Daten nicht gezeigt). Bei beiden MonoQ-Chromatogra-
phien ist in der in vitro-Transkription sowohl die TFIIIC1- als auch die TFIIIC1-
like-Aktivitat bei den bekannten Salzstarken nachweisbar.

Durch die Aufsplittung der TFIIIC1-Aktivitat eignet sich diese Methode nicht
fur die Reinigung des Faktors im groReren Mal3stab und den Erhalt sehr akti-
ver TFIIIC1-Fraktionen.

Es zeigte sich allerdings, dass mit dieser Methode die Kreuzkontamination
der TFIIIC2-Fraktion (MQ aus PCy45.06) mit Polymerase Il verhindert wird, da
diese in der PCy 35.0 45 eluiert (Daten nicht gezeigt). Diese Strategie ist also fur

die Reinigung von TFIIIC2 durchaus interessant.
4.2.5 Reinigung von TFIIIC1 iiber eine MonoS-Chromatographie

Wie bereits oben erwahnt wurde (s. 4.2.1), schloss sich der MonoQ-Chroma-
tographie im Standard-Reinigungsverfahren eine Kationenaustauscher-Chro-
matographie in Form eines ESF- oder ResourceS-Saulenlaufs an, der zwar
(bei einer schrittweisen Elution) zu einer Konzentrierung, aber zu keiner nen-
nenswerten Reinigung des TFIIIC1 fuhrte. Hier bot sich ein anderes Saulen-
material an: Das MonoS-Material als starker (d.h. mit Gber einen breiten pH-
Bereich deprotoniert vorliegenden funktionellen Gruppen; s. 3.5.2.2), hoch-
auflésender Kationenaustauscher besteht aus kleineren und vor allem
gleichmafigeren Partikeln als das ESF- oder ResourceS-Material, so dass

auf diese Weise eine bessere Trennleistung erreicht werden kann.

Auf die MonoS-Saule wurden vereinigte und Uber Gelfiltration (Sephadex
G25, s. 3.5.2.3) entsalzte MonoQ-TFIIIC1-Fraktionen aufgetragen, die an-
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schlielend mit einem linearen Salzgradienten von 200 bis 600 mM KCI von

der Saule eluiert wurden.

Mona S-Fraktiomen

PN & BT & T B 9 190 11 12 13 14 15 16 97 10 18 20 21 22 203 24 2%

1 2 ¥ 4 B B T B 5 90 11192 13 44 15 96 17 18 19 30 M 2 11 M

Abb. 10:  Analyse der MonoS-Chromatographie in der in vitro-Transkription.

Alle Transkriptionsansatze enthielten Nukleosidtriphosphate und je 1 ng VA I-Plasmid als Ma-
trizen-DNA. Das rekonstituierte System beinhaltete jeweils 10 M PCB und 5 ml MQ-TFIIIC2.
Das Diagramm zeigt den Proteingehalt der MonoS-Fraktionen 6 bis 25 (UV-Messung bei

280 nm wahrend der Chromatographie).

Bahn 1: Positivkontrolle des TFIlIC1-defizienten Transkriptionssystems
Bahn 2: Negativkontrolle des TFIIIC1-defizienten Transkriptionssystems
Bahn 3: + 10 m der Auftragsfraktion

Bahn 4: + 10 m des Durchbruchs

Bahn 5-24:  + je 5 m der Fraktion 6 bis 25 der MonoS-Chromatographie

AnschlieRend wurde eine in vitro-Transkription mit einem TFIIIC1-defizienten
Transkriptionssystem am VA |-Gen durchgefihrt (Abb. 10 unten). In Bahn 1
und 2 befinden sich die Positiv- bzw. Negativkontrolle (P; N) dieses Systems,
wobei sich nur eine geringfligige Basalaktivitdt des Systems ergibt (Bahn 2).
Bahn 3 zeigt die Aktivitat der Auftragsfraktion (A; vereinigte, TFIIIC1-haltige

MonoQ-Fraktionen). Der Durchbruch (BT; Bahn 4) weist eine kaum Uber der
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Basalaktivitat liegende Transkriptionsaktivitat auf. Ab Fraktion 6 bis Fraktion
25 (Bahn 5 bis 24) wurde jede Fraktion des Gradienten auf TFIIIC1-Aktivitat
getestet.

Es zeigen sich zwei auffallige Aktivitatsmaxima, wobei das eine Maximum um
Fraktion 9 (Bahn 8) bei etwa 330 mM KCI auftritt, das andere um Fraktion 15
(Bahn 14) bei ca. 425 mM KCI. Das Auftreten dieser zwei Aktivitatspeaks, die
moglicherweise zwei verschiedene Formen von TFIIIC1 widerspiegeln, war in
allen nachfolgenden MonoS-Chromatographien reproduzierbar (Daten nicht
gezeigt).

Auch hinsichtlich der Reinigungseffizienz ist die Chromatographie Uber
MonoS ein Erfolg: Wie das Chromatogramm des MonoS-Saulenlaufs zeigt
(Abb. 10 oben), eluiert der grofdte Anteil an Proteinen bei niedrigen Salzkon-
zentrationen. Besonders das zweite Maximum der TFIIIC1-Transkriptionsakti-
vitat weist einen nur geringen Proteingehalt auf. Sehr auffallig ist auch die
insgesamt sehr starke Transkriptionsaktivitat dieser MS-TFIIIC1-Fraktionen,
besonders im Vergleich zu derjenigen des Auftrags. Der sonst haufig be-
obachtete Aktivitatsverlust bei weit gereinigten Fraktionen lasst sich hier nicht

erkennen.

Im Gegensatz zur bisherigen Reinigung Uber Kationenaustauscher konnten
also mit Hilfe der MonoS-Chromatographie zum einen zwei unterschiedliche
Formen von TFIIIC1 voneinander getrennt werden, zum anderen ergaben
sich auch nach dieser sehr weiten Reinigung aul3erst transkriptionsaktive und

saubere TFIIIC1-haltige Fraktionen.

4.2.5.1 Untersuchungen zum Rb-Gehalt der MonoS-Fraktionen

Wie sich in friiheren Experimenten herausgestellt hatte (HAERTEL, 1999), zeigt
sich Uber alle Chromatographien der Standard-Reinigung eine auffallige Ko-
elution des Retinoblastoma-Proteins (Rb) mit TFIIIC1. Auch mit Hilfe anderer
Reinigungsverfahren (Ni-NTA-Agarose, Ammoniumsulfatfallung, Gelfiltration)
gelang es bisher nicht, Rb und TFIIIC1 voneinander zu trennen (HAERTEL,
1999). Aus diesem Grund sollte untersucht werden, wie sich Rb Uber die

MonoS-Chromatographie verhalt.

80



Ergebnisse

A.
Mono S-Fraktionen
I 1
A BT 1 2 3 4 5 woa 68 7 8 9 10 11
4 5 6 7 g 9 10 11 12 13
B' Maono S-Fraktionen
A 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
'.---—— .
1 2 3 4 5 6 7T &8 9 10 12 13 14 15
C_ Mono S-Fraktionen

FH B 101113 13 141516 17 18 18 20 31 32 23

[ RSV —

1T 234567 8 910 111213141516 17 18

Abb. 11:  Uberpriifung einer MonoS-Préparation auf ihren Rb-Gehalt im Western Blot
sowie ihre TFIlIC1-Transkriptionsaktivitét in der in vitro-Transkription.

A.  Western Blot. Es wurden je 80 ni der jeweiligen Fraktion auf ein SDS/8%PAA-Gel

aufgetragen.
Bahn 1: Auftragsfraktion
Bahn 2: Durchbruch der MonoS-Chromatographie

Bahn 3-13:  Fraktion 1 bis 11 der MonoS-Chromatographie

B. Western Blot. Es wurden je 80 m der jeweiligen Fraktion auf ein SDS/8%PAA-Gel
aufgetragen.

Bahn 1: Auftragsfraktion
Bahn 2-15:  Fraktion 9 bis 21 der MonoS-Chromatographie
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C. in vitro-Transkription. Alle Transkriptionsansatze enthielten Nukleosidtriphosphate
und je 1 mg VA I-Plasmid als Matrizen-DNA. Das rekonstituierte System beinhaltete
jeweils 10 mi PCB und 5 m MQ-TFIIIC2.

Bahn 1: Positivkontrolle des TFIlIC1-defizienten Transkriptionssystems
Bahn 2: Negativkontrolle des TFIlIC1-defizienten Transkriptionssystems
Bahn 3-18:  + je 5 i der Fraktion 8 bis 23 der MonoS-Chromatographie

Abb. 11 A zeigt einen Western Blot mit Antikdrpern gegen alle Phosphorylie-
rungsstufen von Rb; aufgetragen wurde eine weitere MonoS-Praparation.
Bahn 1 zeigt den Auftrag (A), Bahn 2 den Durchbruch (BT), Bahn 3 bis 13 die
vorderen Fraktionen des MonoS-Saulenlaufs (Fraktion 1 bis 11).

Abb. 11 B zeigt ebenfalls einen Western Blot gegen Rb. Hier wurden die hin-
teren Fraktionen der gleichen Praparation aufgetragen. In Bahn 1 befindet
sich noch einmal der Auftrag (A), in Bahn 2 bis 15 die Fraktionen 9 bis 21 des
MonoS-Saulenlaufs.

Der erste Transkriptionsspeak dieser Praparation befand sich in Fraktion 11
bei 340 mM KCI (Abb. 11 C, Bahn 6), der zweite in Fraktion 17 bei 445 mM
KCI (Abb. 11 C, Bahn 12). Abbildung 11 A und B belegt, dass Rb Uber die
MonoS-Chromatographie weitestgehend von den TFIIIC1-haltigen Fraktionen
abgetrennt werden kann, da Rb schon bei etwa 250 mM KCI eluiert und sich
damit hauptsachlich in den sehr frihen Fraktionen (Fraktion 4 bis 8, Abb. 11
A, Bahn 6 bis 9) befindet. Abb. 11 B lasst eine gewisse Rb-Kontamination in
der transkriptionsaktiven Fraktion 11 erkennen, wahrend Fraktion 17 anna-
hernd Rb-frei ist. Eventuell lassen sich Rb und TFIIIC1 durch eine Stufen-Elu-

tion noch besser voneinander trennen.

4.2.5.2 Uberpriifung des Effektes bei Zugabe einer Rb-haltigen Fraktion
Zu einem aktiven in vitro-Transkriptionssystem

Die Tatsache, dass die TFIIIC1-haltigen MonoS-Fraktionen eine uber-
raschend hohe Transkriptionsaktivitat aufweisen, konnte die Abtrennung von
Rb zur Ursache haben. Daher sollte Uberprift werden, ob die nachtragliche
Zugabe einer Rb-haltigen Fraktion zu einem aktiven Transkriptionssystem
eine Verminderung der Transkriptionsaktivitat zur Folge hat.

Abb. 12 zeigt funf Transkriptionssysteme unterschiedlicher Reinigungsstufe

und Zusammensetzung:
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Block 1: S100-Extrakt (Bahn 1 bis 5)
Block 2: PCB / PCC (Bahn 6 bis 10)

Block 3: PCB / MQ-TFIIIC1 / MQ-TFIIIC2 (Bahn 11 bis 15)

YV VYV VvV V

Block 4: PCB / MS-TFIIIC1 (Fraktion 17, 2. Peak, s. Abb. 11 C) /
MQ-TFIIIC2 (Bahn 16 bis 20)

> Block 5: ESF-Pol Il / ESF-TFIIIBb-Fraktion / MS-TFIIIC1 (s.0.) /
MQ-TFIIIC2 (Bahn 21 bis 25).

ESF-Pal N
PCE PCE ESF-IIBf
PCE Ma-C1 MS-C1 WS-C1
5100 PCC MQ-C2 M-C2 M3-C2
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Abb. 12:  Uberpriifung des Effektes bei Zugabe einer Rb-haltigen Fraktion zu aktiven
Transkriptionssystemen verschiedener Reinigungsebenen.

Alle Transkriptionsansatze enthielten Nukleosidtriphosphate und je 1 ng VA I-Plasmid als Ma-
trizen-DNA. Folgende Proteinmixe wurden eingesetzt:

PM 1: 5m S100 (Zellextrakt) / PM 2: 10 M PCB, 20 M PCC/ PM 3: 10 m PCB, 5 ni MQ-
TFIIC2, 10 M MQ-TFIIIC1/PM 4: 10 m PCB, 5 m MQ-TFIIIC2, 5 m MS-TFIIIC1 / PM 5:

1,4 m ESF-Polymerase lll, 2 M ESF-TFIIIBb, 5 M MQ-TFIIC2, 5 m MS-TFIIICA1.

Bahn 1, 6, 11, 16, 21: Basisaktivitat des PM 1, PM 2, PM 3, PM 4, PM 5
Bahn 2-5, 7-10, 12-15, 17-20, 22-25: +je 2,5/5/7,5/ 15 m der Rb-haltigen MS-Fr. 5

Die jeweils erste Probe (Bahn 1, 6, 11, 16 und 21) zeigt die Grundaktivitat der
Transkriptionssysteme ohne die Zugabe einer Rb-haltigen Fraktion.

In den jeweils folgenden vier Bahnen wurden 2,5 mM /5 m /7,5 m / 15 m der
Rb-haltigen Fraktion 5 der ersten MonoS-Praparation (s. Abb. 11 A) zugege-
ben (Bahn 2-5, 7-10, 12-15, 17-20 und 22-25).

In allen funf Systemen kommt es keinesfalls zu einer Inhibition der Transkrip-
tion durch die Zugabe der Rb-haltigen Fraktion. Im Gegenteil, bis auf den

S100-Extrakt ist in allen Systemen sogar eine leichte Stimulation zu be-
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obachten (Bahn 6 bis 25). Die ausgepragte Transkriptionsaktivitat der MonoS-
TFIIIC1-Fraktionen wird also nicht durch die Abtrennung von Rb verursacht.
Maoglicherweise wurde ein anderer Inhibitor Uber die MonoS-Chromatographie
von den TFIlIC1-Fraktionen abgetrennt, der auch nicht in der Rb-haltigen

Fraktion 5 enthalten ist.

4.2.5.3 Untersuchung der beiden Aktivitdtspeaks der MonoS-Chroma-
tographie
Fir das Auftreten der beiden Aktivititsmaxima kann es verschiedene Ursa-
chen geben: Zum einen koénnte es sich um unterschiedlich modifizierte For-
men von TFIIIC1 handeln (z.B. ein unterschiedlicher Grad an Phosphorylie-
rungen, Acetylierungen oder Methylierungen), zum anderen kénnte eine As-
soziierung mit anderen Proteinen das unterschiedliche chromatographische
Verhalten hervorrufen. Auch die Anreicherung eines Inhibitors in den Fraktio-
nen zwischen den beiden vermeintlichen Aktivitatsmaxima ist moglich. Selbst
ein technisches Problem wie das Uberladen der S&ule ist letztlich nicht aus-
zuschlieRen, so dass es zu keiner wirklichen Auftrennung der Proteine
kommt. Um diese mdglichen Ursachen zu Uberprifen, wurden die beiden Ak-

tivitatsmaxima einzeln tUber die MonoS-Saule rechromatographiert.

Die Fraktionen des transkriptionsaktiven ersten Peaks der MonoS-Chromato-
graphie (Abb. 10, Fraktion 6 bis 12) wurden vereinigt, mit KCl-freiem Tris-
Puffer auf ca. 200 mM KCI verdunnt und erneut auf die MonoS aufgetragen.
Eluiert wurde, wie schon bei der ersten MonoS-Chromatographie, mit einem

linearen Salzgradienten von 200 bis 600 mM KCI.

Die Fraktionen des transkriptionsaktiven zweiten Peaks der MonoS-Chroma-
tographie (Abb. 10, Fraktion 15 bis 21) wurden ebenfalls vereinigt und auf
etwa 200 mM KCI verdinnt, bevor sie ein zweites Mal auf die MonoS-Saule
aufgetragen und mit einem linearen Gradienten von 200 bis 600 mM KCI elu-

iert wurden.
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Mono S-Rechromatographie
(gepoolter 1. Peak der vorangegangenen Mono S)
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MonoS-Rechromatographie

(gepoolter 2. Peak der vorangegangenen MonoS)
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Abb. 13:  Analyse der MonoS-Rechromatographie beider Aktivitdtsmaxima in der in
vitro-Transkription.

Alle Transkriptionsansatze enthielten Nukleosidtriphosphate und je 1 ng VA I-Plasmid als Ma-
trizen-DNA. Das rekonstituierte System beinhaltete jeweils 10 m PCB und 5 mi MQ-TFIIIC2.

A. In vitro-Transkription des ersten, Gber MonoS rechromatographierten Peaks.

Bahn 1: Positivkontrolle des TFIlIC1-defizienten Transkriptionssystems
Bahn 2: Negativkontrolle des TFIlIC1-defizienten Transkriptionssystems
Bahn 3: + 10 m der Auftragsfraktion

Bahn 4: + 10 m des Durchbruchs

Bahn 5-24:  + je 5 m der Fraktion 4 bis 23 der MonoS-Rechromatographie

B. In vitro-Transkription des zweiten, iber MonoS rechromatographierten Peaks.

Bahn 1: Positivkontrolle des TFIlIC1-defizienten Transkriptionssystems
Bahn 2: Negativkontrolle des TFIlIC1-defizienten Transkriptionssystems
Bahn 3: + 10 m der Auftragsfraktion

Bahn 4: + 10 m des Durchbruchs

Bahn 5-24:  + je 5 m der Fraktion 6 bis 25 der MonoS-Chromatographie

Abb. 13 A zeigt die anschlieBende in vitro-Transkription mit den Fraktionen
des rechromatographierten ersten Aktivitatspeaks der vorangegangen
MonoS-Chromatographie. Als Rekonstitutionssystem wurde ein TFIIIC1-defi-

zientes Transkriptionssystem eingesetzt. Bahn 1 zeigt die Positivkontrolle,
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Bahn 2 die Negativkontrolle, die keinerlei Basalaktivitat aufweist. In Bahn 3
wurde der Auftrag (A), in Bahn 4 der Durchbruch (BT) und in Bahn 5 bis 24
die Fraktionen 4 bis 23 der MonoS-Rechromatographie auf TFIIIC1-Aktivitat
untersucht. Es findet sich ausschlie3lich Transkriptionsaktivitat in den Fraktio-
nen 7 bis 11 mit dem Maximum in Fraktion 9 bei 330 mM KCI. Es ftritt kein

zweites Aktivitatsmaximum im Bereich um 430 mM KCI auf (Fraktion 16).

In Abb. 13 B ist die in vitro-Transkription mit den Fraktionen des Uber MonoS
rechromatographierten zweiten Aktivitatspeak dargestellt. Die Bahnen 1 und 2
zeigen die Positiv- bzw. Negativkontrolle des Transkriptionssystems (P; N),
Bahn 3 den Auftrag (A), Bahn 4 den Durchbruch (BT). In Bahn 5 bis 24 sind
die Fraktionen 6 bis 25 der Rechromatographie gezeigt und in Fraktion 14 bis
17 (Bahn 13 bis 16, zwischen 420 und 470 mM KCI) ist ein deutlicher Tran-
skriptionspeak erkennbar. Das Maximum liegt in Fraktion 16 (Bahn 15) bei
etwa 450 mM KCI. Hier findet sich jedoch auch in den Fraktionen 7 bis 10 (im
Bereich von ca. 330 mM KCI) eine schwache Transkriptionsaktivitat. Dies
kann zum einen durch eine Uberlagerung der Aktivitat des ersten Peaks (auf-
grund seiner Elution Uber einen relativ breiten Bereich) verursacht sein oder
andererseits durch eine Modifikation der TFIlIIC1-Transkriptionsaktivitat, durch
die Teile der einen Form (die des zweiten Peaks) in die andere Form (die des

ersten Peaks) Uberfihrt werden.

4.2.6 Weitere Reinigung von TFIIIC1 mittels Rechromatographie

tiber MonoQ

Die Fraktionen des zweiten Aktivitatsmaximums (Abb. 10, Fraktion 15 bis 17)
wiesen einen weitaus geringeren Proteingehalt auf, als jede gereinigte
TFIIIC1-Fraktion zuvor. Es bot sich daher eine Rechromatographie tber die
hochaufldsende MonoQ-Saule an, da einerseits durch den weitaus geringeren
Proteingehalt des Auftrags eine bessere Trennung der enthaltenen Proteine
modglich ist, andererseits wurden bei den vorangegangenen Chromatogra-
phien eventuell Interaktionspartner von TFIIIC1 abgetrennt, was zu einem ge-

anderten chromatographischen Verhalten des Faktors fihren konnte.
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Letztlich besteht nach einer so weiten Reinigung ebenfalls die Aussicht auf

die Identifizierung einzelner Untereinheiten von TFIIIC1.

Die TFIIIC1-haltigen Fraktionen des zweiten Peaks einer MonoS-Praparation
(400 — 460 mM KCI) wurden mit KCI-freiem Tris-Puffer auf etwa 150 mM KCI
verdunnt und auf eine 1 mI-MonoQ-Saule aufgetragen. Es wurde eine Vorelu-
tion mit 200 mM KCI durchgeflihrt, anschlie®end wurde mit einem linearen
Salzgradienten von 200 bis 300 mM KCI eluiert.

Die Uberpriifung der Transkriptionsaktivitat erfolgte in der in vitro-Transkrip-
tion: Bahn 1 bis 6 in Abb. 14 A zeigen die Aktivitat der Fraktionen 9 bis 14,
wobei ein deutliches Maximum in Fraktion 12 erkennbar ist. Die Fraktionen 11
bis 13 eluierten bei einer Salzstarke von 255 bis 265 mM KCI, was exakt dem

bekannten Elutionsverhalten von TFIIIC1 Gber die MonoQ entspricht.

Abb. 14:  Analyse eines iiber MonoQ rechro-
A Fraktionen der MQ- matographierten zweiten Peaks
einer MS-TFIIIC1-Préparation in der
in vitro-Transkription sowie in einem
silbergefdarbten SDS-Gel.

Rechromatographie

9 10 1112 13 14

A. In vitro-Transkription. Alle Transkriptions-
- . . - ansatze enthielten Nukleosidtriphosphate und je 0,8
ng VA I-Plasmid als Matrizen-DNA. Das konstituierte
1 2 3 4 5 6 System beinhaltete jeweils 3 mi ESF-Polymerase |lI,

1,5 M MS-TFIIIBb und 5 ml MQ-TFIIIC2.
Bahn 1-6: + je 10 m der Fraktion 9 bis 14 der MonoQ-Rechromatographie

Abb. 14 B zeigt ein silbergefarbtes SDS-Gel (hergestellt mit ProSieve® 50
Gellésung), das mit einem Tris/Tricine-haltigen Puffer elektrophoretisch auf-
getrennt wurde und sich daher wie ein Gradientengel verhalt. In Bahn 5 bis 19
wurden die Fraktionen 7 bis 21 der MonoQ-Rechromatographie aufgetragen,
in Bahn 2 eine MonoQ-TFIIIC1-Fraktion, in Bahn 3 und 4 jeweils eine Fraktion
des ersten bzw. zweiten Peaks der MonoS-Chromatographie. Vor Auftrag auf
das 8%ige Polyacrylamidgel wurden die 1 ml-Fraktionen der MonoQ-Rechro-
matographie mit Hilfe von StrataClean Resin (s. 3.5.10) auf ein Volumen von
ca. 80 m gebracht.
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Fraktionen der MQ-Rechromatographie
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B. Silbergefarbtes SDS-Gel. Bevor die jeweiligen MQ-Fraktionen auf ein SDS/8%PAA-
Gel aufgetragen wurden, wurden sie mit Hilfe von StrataClean Resin auf ein Volumen von
100 m gebracht. Der Laufpuffer enthielt Tris/Tricine. Das Gel wurde nach der Elektrophorese
silbergefarbt.

Bahn 1: 40 m Mark12

Bahn 2: + 30 m einer MQ-TFIIIC1-Fraktion

Bahn 3: + 50 m des ersten Peaks einer MS-TFIIIC1-Praparation
Bahn 4: + 50 m des zweiten Peaks einer MS-TFIIIC1-Praparation

Bahn 5-19:  Fraktionen 7 bis 21 der MQ-Rechromatographie
Bahn 20: 25 m SeeBlue plus 2

Da es sich um eine gesamte Proteinfraktion handelt, ist eine Vielzahl von
Proteinbanden erkennbar, so dass keine einzelnen Polypeptide eindeutig mit
TFIIIC1 in Verbindung gebracht werden konnten. Aus der Riickschau der Er-
gebnisse (s. 4.2.10, Tabelle) erscheinen allerdings diejenigen Proteinbanden,
die mit einem Stern markiert sind, als sehr interessante Kandidaten fur Poly-
peptide, die mit TFIIIC1 in Zusammenhang stehen. Bei den markierten Pro-
teinbanden (zwischen Bahn 9 und 10) handelt es sich um Polypeptide mit
einer Grolke von ca. 105 kDa, 48 kDa, 41 kDa und 31 kDa. Diese Polypeptide
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befinden sich vor allem in den transkriptionsaktiven Fraktionen 11 und 12.
Leider sind die Banden des ungefarbten Markers, die normalerweise wesent-
lich scharfer und damit praziser sind, auf diesem Gel schlecht oder gar nicht
erkennbar (Bahn 1), so dass fir die GréRenangaben der Polypeptide die Mar-
kerbanden des vorgefarbten Markers herangezogen werden mussten. Die
Grollenangaben aus diesem silbergefarbten SDS-Gel sind also nur bedingt

mit denjenigen aus anderen SDS-Gelen vergleichbar.

Mit der Chromatographie Uber MonoS und einer nachfolgenden MonoQ-
Rechromatographie ist es gelungen, eine TFIIIC1-Fraktion so weit zu reini-
gen, dass eine Zuordnung von TFIIIC1-Untereinheiten auf einem silberge-

farbten SDS-Gel moglich erscheint.

4.2.7 Reinigung des Transkriptionsfaktors I1lIC1-like Uber

MonoS-Chromatographie

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, enthalt die aus der MonoQ-Chro-
matographie resultierende TFIIICO-Fraktion eine dem Transkriptionsfaktor
[IC1 funktionell gleiche Aktivitat, die als TFIIIC1-like bezeichnet wird. Da die
MQ-TFIIICO-Fraktion verglichen mit der MQ-TFIIIC1-Fraktion weniger Ge-
samtprotein enthalt, bietet sie glnstigere Ausgangsbedingungen fir die
nachfolgenden Chromatographien. Weiterhin kdnnen Informationen tber Auf-
bau und Funktion von TFIIIC1-like méglicherweise Hinweise auf TFIIIC1 ge-
ben. Da TFIIIC1 und TFIIIC1-like in ihrer Funktion austauschbar sind, ist es
denkbar, dass beide Aktivitaten gemeinsame Polypeptide besitzen.

Es sollte also untersucht werden, ob TFIIIC1-like das gleiche chromatographi-
sche Verhalten tUber die MonoS-Saule aufweist wie TFIIIC1 oder ob sich die-
ser Faktor anders verhalt. Hierfur wurde eine MonoQ-TFIIICO-Fraktion unver-
dinnt auf die MonoS aufgetragen, da diese Fraktion nach der MonoQ-Chro-
matographie einen Salzgehalt von nur etwa 160 mM KCI hat. Es wurde eine
Vorelution bis 200 mM KCI durchgefiihrt. Wie bei der MonoS-Chromatogra-
phie mit TFIIIC1 wurde anschlieBend mit einem linearen Salzgradienten von
200 bis 600 mM KCI eluiert.
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4.2.7.1 Identifizierung TFIIIC1-like-haltiger MonoS-Fraktionen in der
in vitro-Transkription

TFIIC1-like lasst sich, ebenso wie TFIIIC1, mit Hilfe eines TFIIIC1-defizienten

Systems in der in vitro-Transkription nachweisen.

Mone S-Fraktionen

P H A T B %10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

« *-0000--088---

1 2 3 4 5 & T B 5 10 91 12 13 94 15 16 17 18

Abb. 15:  Analyse der MonoS-Chromatographie mit TFIlIC1-like in der in vitro-Tran-
skription.

Alle Transkriptionsansatze enthielten Nukleosidtriphosphate und je 0,5 ng VA I-Plasmid als
Matrizen-DNA. Das konstituierte System beinhaltete jeweils 2 M MS-TFIIIBb, 1 m ss-Polyme-
rase lll sowie 5 M MQ-TFIIIC2.

Bahn 1: Positivkontrolle des TFIlIC1-defizienten Transkriptionssystems
Bahn 2: Negativkontrolle des TFIlIC1-defizienten Transkriptionssystems
Bahn 3: + 10 m der Auftragsfraktion

Bahn 4-18:  + je 5 m der Fraktion 7 bis 21 der MonoS-Chromatographie

Abb. 15 (unten) zeigt in Bahn 1 und 2 die Positiv- bzw. Negativ-Kontrolle des
Systems, in Bahn 3 die Aktivitat des Auftrags und in Bahn 4 bis 18 die Frak-
tionen 7 bis 21 der MonoS-Chromatographie.

Interessanterweise treten hier, ebenso wie bei der Chromatographie der

TFIIIC1-Fraktion, zwei deutliche Aktivitatspeaks auf: Der erste um Fraktion 8
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und 9 bei etwa 330 mM KCI (Bahn 5 und 6), der zweite in Fraktion 15 und 16
bei etwa 480 mM KCI (Bahn 12 und 13).

Auch hier eluiert ein Grol3teil der Proteine vor den beiden TFIIIC1-like-Aktivi-
tatspeaks, wodurch ein beachtlicher Reinigungseffekt, besonders im Bereich
des zweiten Aktivitdtsmaximums, erreicht werden kann (s. Chromatogramm,
Abb. 15, oben).

4.2.7.2 SDS-PAGE mit MS-TFIlIC1- und MS-TFIIIC1-like-Fraktionen und
Analyse nach der Silberfdarbung

Um einen direkten Vergleich der TFIIIC1- und der TFIIIC1-like-haltigen Frak-
tionen zu haben, wurden Fraktionen des jeweils zweiten Peaks einer MS-
TFIIC1- bzw. MS-TFIIIC1-like-Praparation auf ein SDS-Gel aufgetragen und
nach der elektrophoretischen Auftrennung silbergefarbt (Abb. 16).

Bahn 2 bis 8 zeigt die Fraktionen 13 bis 19 der MS-TFIIIC1-Chromatographie,
Bahn 9 bis 14 die Fraktionen 15 bis 20 der MS-TFIIIC1-like-Chromatographie.
Von den TFIIIC1-like-Fraktionen wurden je 200 m aufgetragen, von den
TFIIC1-Fraktionen nur je 50 m. Selbst die vierfache Menge des zweiten
Peaks von TFIlIC1-like erreicht nicht den Proteingehalt des zweiten Peaks
von TFIIIC1.

Auch auf diesem Gel lassen sich Polypeptide erkennen (mit Sternen markiert,
zwischen Bahn 4 und 5 sowie zwischen Bahn 11 und 12), die hauptsachlich in
denjenigen Fraktionen erscheinen, die die TFIIIC1- bzw. TFIIC1-like Tran-
skriptionsaktivitat enthalten (TFIIIC1-Aktivitat in Fraktion 15 bis 17 mit dem
Maximum in Fraktion 16; TFIIIC1-like-Aktivitat in Fraktion 16 bis 19 mit dem
Maximum in Fraktion 17 und 18; Daten nicht gezeigt).

Bei den MS-TFIIIC1-Fraktionen treten Polypeptide mit ca. 46, 47, 64, 68 und
70 kDa GrofRke auf; die 68 und 70 kDa-Polypeptide sind allerdings auch schon
in Fraktion 13 und 14, (Bahn 2 und 3) und auch noch in Fraktion 18 und 19
(Bahn 7 und 8) zu sehen, lassen aber in den transkriptionsaktiven Fraktionen
15, 16 und 17 (Bahn 4 bis 6) eine deutlich héhere Konzentration erkennen. Im
hohermolekularen Bereich sind insgesamt sehr viele Proteine zu sehen, so
dass die Detektion einer Bande, die mit der Transkriptionsaktivitat korreliert,

nicht eindeutig moglich ist.
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Abb. 16:  Vergleichende Analyse der MS-TFIlIC1- und der MS-TFIIIC1-like-

Chromatographien im silbergeférbten SDS-Gel.

Es wurden je 50 m der MS-TFIIIC1-Fraktionen sowie 200 m der MS-TFIIC1-like-Fraktionen
auf ein SDS/8%PAA-Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde an-
schlieend silbergefarbt.

Bahn 1: 40 m Mark12

Bahn 2-8: MS-TFIIIC1-Fraktionen 13 bis 19
Bahn 9-14:  MS-TFIIIC1-like-Fraktionen 15 bis 20
Bahn 15: 25 m SeeBlue plus 2

Bei den TFIIIC1-like-haltigen MonoS-Fraktionen zeigten sich Polypeptide mit
etwa 65, 68, 70, 74, 88, 108 und 141 kDa Grole. Hier sind die 68 und 70

kDa-Polypeptide allerdings bereits in der kaum transkriptionsaktiven Fraktion

15 (Bahn 9) gut sichtbar, wahrend sie in der sehr aktiven Fraktion 18 (Bahn

12) eher schwach ausgepragt sind. Das 65 kDa-Polypeptid korreliert dagegen
deutlicher mit der Transkriptionsaktivitat (Fraktion 16 bis 19, Bahn 10 bis 13).
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Auch das 88 kDa-Polypeptid weist ein ahnliches Elutionsverhalten wie die
Transkriptionsaktivitat auf.

Leider tritt bei diesem Gel ein technisches Problem auf: Bei den relativ viel
Gesamtprotein enthaltenden MS-TFIIIC1-Fraktionen sind im oberen Bereich
durch die vielen Proteinbanden einzelne Polypeptide, die mit der Transkrip-
tionsaktivitat korrelieren, auRerst schwer detektierbar, wahrend in den MS-
TFIIIC1-like-Fraktionen, die sehr viel weniger Proteine enthalten, einzelne
Polypeptide im unteren Bereich aufgrund der Unscharfe im Gel kaum erkenn-
bar sind. Hierdurch ergeben sich nur wenige, in der Grofle vergleichbare
Polypeptide, die zu TFIIIC1 bzw. TFIIIC1-like gehdren kénnten.

Aber auch dieses Gel demonstriert, dass auf Stufe der MonoS bereits ein
sehr guter Reinigungserfolg erzielt werden konnte, so dass einzelne Polypep-
tide mit der Transkriptionsaktivitat verglichen werden konnen. Um eine noch
bessere Reinigung zu erreichen, sollte auch mit dem zweiten Peak des MS-

TFIIIC1-like eine MonoQ-Rechromatographie durchgefuhrt werden.

4.2.8 Weitere Reinigung von TFIIIC1-like mittels Rechromatogra-
phie liber MonoQ

Zwei Versuche, TFIIIC1-like mittels linearem Salzgradienten (wie bei der Rei-
nigung von TFIIIC1 Uber MonoQ-Rechromatographie) zu eluieren, fuhrten zu
keinem Erfolg, da die TFIlIC1-like-Aktivitdat im Gradienten nicht eindeutig zu
detektieren war. Also wurde beim nachsten Versuch zur schrittweisen Elution
ubergegangen.

Aufgetragen wurde auch hier der proteinarmere, zweite Aktivitatspeak (s.
Abb. 15, oben) aus der TFIIIC1-like-MonoS-Praparation. Es wurden die Frak-
tionen 14 bis 17 (s. Abb. 15, unten, Bahn 11 bis 14) vereinigt und mit KCI-
freiem Tris-Puffer auf ca. 50 mM KCI verdinnt. Nach dem Waschen der Saule
wurde mit 100 mM, 150 mM, 200 mM, 250 mM, 300 mM, 350 mM und 400

mM KCI schrittweise eluiert.
Im TFIIC1-defizienten Transkriptionssystem wurden diese Fraktionen an-

schlieRend auf TFIIIC1-like-Aktivitat untersucht. Abb. 17 zeigt in Bahn 1 und 2

die Positiv- und Negativkontrolle des Systems, bei dem sich eine geringfligige
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Grundaktivitat herausstellt. Der Durchbruch (BT; Bahn 3) scheint Spuren von

TFIIIC1-like zu enthalten, seine Aktivitat liegt etwas Uber der der Negativkon-

trolle.
Abb. 17:
| Rechromategraphis | Analyse eines iiber MonoQ rechroma-
| MM KC1 © b die Mano & . tographierten zweiten Peaks einer MS-
TFIlIC1-like-Prdparation in der in vitro-
_3_ _E, E ﬁ § E § Transkription.
SE88E8 828
P N BT - = A M & &M Alle Transkriptionsansatze enthielten Nu-
kleosidtriphosphate und je 0,5 ng VA I-
& Plasmid als Matrizen-DNA. Das konstitu-
. - .- ierte System beinhaltete jeweils 1 m ss-
Polymerase lll, 3 M ESF-TFIIIBb und 5 m
1 2 3 4 5 6B 7 @8 8 10 MQ-TFIIC2.
Bahn 1: Positivkontrolle des TFIlIC1-defizienten Transkriptionssystems
Bahn 2: Negativkontrolle des TFIlIC1-defizienten Transkriptionssystems
Bahn 3: + 10 m des Durchbruchs

Bahn 4-10:  + je 10 ni des 50-100 / 100-150 / 150-200 / 200-250 / 250-300 / 300-350 /
350-400-mM KCI-Schritt der MQ-Rechromatographie

Vergleicht man die einzelnen Elutionschritte, so wird deutlich, dass bei 150
mM KCI bereits ein beachtlicher Teil der TFIIIC1-like-Aktivitdt von der Saule
geldst wird (Bahn 5). Der 200 mM-Schritt enthalt den GrofRteil an TFIIIC1-like
und weist eine sehr gute Transkriptionsaktivitat auf (Bahn 6), wahrend im 250
mM-Schritt (Bahn 7) nur noch eine sehr geringe und in den folgenden Elu-
tionsschritten keine Aktivitat detektierbar ist (Bahn 8 bis 10).

4.2.8.1 Analyse der rechromatographierten MonoQ-TFIlIC1-like-Frak-
tionen liber SDS-PAGE

In Abb. 18, Bahn 2, wurde zum Vergleich der Banden eine TFIlIC1-like-Prapa-
ration aufgetragen, die mit einem 450 bis 600 mM-Schritt von einer ESF-
Saule eluiert worden war. Bahn 3 zeigt den Auftrag auf die MonoQ (MS-
TFIIIC1-like, 2. Peak, verdinnt) und Bahn 4 den Durchbruch. In den Bahnen 5
bis 11 wurden die sieben Elutionsschritte der MonoQ-Rechromatographie
aufgetragen, die allerdings vor Auftrag auf das 8 %ige Polyacrylamidgel mit
Hilfe der StrataClean Resin-Methode auf ein Volumen von ca. 100 m gebracht

werden mussten.
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Frakliomen der MO-Rechromatographie
des zweilen ME3-TFIICT -like-Peaks
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Abb. 18:  Analyse des liber MonoQ rechromatographierten zweiten Peaks der MS-
TFIlIC1-like-Prdparation im silbergefarbten SDS-Gel.

Bevor die rechromatographierten MQ-TFIIIC1-Fraktionen auf ein SDS/8%PAA-Gel aufgetra-
gen wurden, wurden sie mit Hilfe von StrataClean Resin auf ein Volumen von 100 m ge-
bracht. Der Laufpuffer enthielt Tris/Tricine. Nach der elektrophoretischen Trennung wurde
das Gel silbergefarbt.

Bahn 1: 30 m Mark12

Bahn 2: 100 M einer MQ-TFIIC1-like Praparation
Bahn 3: 100 m der Auftragsfraktion

Bahn 4: 100 m des Durchbruchs

Bahn 5-11:  50-100/ 100-150 / 150-200 / 200-250 / 250-300 / 300-350 / 350-400-mM KCI-
Schritt der MQ-Rechromatographie
Bahn 12: 30 m SeeBlue plus 2
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Leider verhalt sich die TFIlIC1-like-Transkriptionsaktivitat genauso wie der
groflite Teil der restlichen, in der Auftragsfraktion enthaltenen Proteine und
eluiert hauptsachlich im 150-200 mM-Schritt. Zum einen ist dadurch kein be-
sonders guter, zusatzlicher Reinigungseffekt erreicht worden, zum anderen ist
eine eindeutige Zuordnung einzelner Polypeptide zu TFIIIC1-like relativ
schwierig. Es sind acht Polypeptide erkennbar, die modglicherweise mit
TFIIC1-like in Zusammenhang stehen und eine GréRe von etwa 58, 65, 66,
86, 123, 141, 165 und 177 kDa besitzen.

Moglicherweise kann diese Chromatographie durch feinere Elutionsschritte
optimiert werden, so dass aufgrund der Daten aus der in vitro-Transkription
eine bessere Zuordnung madglicher Untereinheiten zu TFIIIC1-like im SDS-Gel

getroffen werden kann.

4.2.9 In vitro-Biotinylierung von TFIIIBB-, TFIIIC2- und TFIIIC1-

haltigen Fraktionen

Hintergrund flr die in vitro-Biotinylierungsversuche war der Gedanke, eine
biotinylierte TFIIIC1-Fraktion fir das Generieren von Transkriptionskomplexen
zu verwenden, die anschlielend Uber eine Gelfiltration von den freien Protei-
nen abgetrennt werden. Mdgliche biotinylierte TFIIIC1-Untereinheiten kdnnen
mit Hilfe des ABC-Kits (ImmunoPure® Ultra-Sensitive ABC Peroxidase
Staining Kit; ABC steht flr Avidin-Biotinylated Enzyme Complex; s. 3.5.9) de-
tektiert werden, um auf diese Weise unter Umstanden eine Aussage Uber ihre
Identitat und Grole treffen zu kénnen.

Der Versuch, eine PCC-Fraktion zu biotinylieren (s. 3.5.8) und anschliel3end
die biotinylierten Transkriptionsfaktoren 11IC1 und IlIC2 Uber eine Standard-
MonoQ-Chromatographie voneinander zu trennen, schlug fehl (Daten nicht
gezeigt). Nach der Biotinylierung eluierte TFIIIC2 nicht mehr bei etwa 360 mM
KCI, sondern verteilte sich Uber den gesamten Gradienten, so dass die bio-
tinylierten TFIIIC1-Fraktionen mit biotinyliertem TFIIIC2 kontaminiert und fir
die Komplexbildung unbrauchbar waren.

Im nachsten Versuch wurden eine MQ-TFIIIC1-, eine MQ-TFIIIC2- sowie eine
ESF-TFIIIBb-Fraktion fur die in vitro-Biotinylierung eingesetzt. Die biotinylierte
TFIIC2- und TFIlIBb-Fraktion sollten als Kontrolle dieser Methode dienen, da
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die Untereinheiten dieser Proteinkomplexe bekannt sind und deshalb mit dem
ABC-Kit nachweisbar sein mussen (s. Abb. 21 und 22).

In den entsprechenden Transkriptionssystemen (TFIIIC1-, TFIIC2- oder
TFIlIBb-defizient) wurden die drei biotinylierten Aktivitaten auf ihre Transkrip-
tionsaktivitat untersucht (Abb. 19). Eingesetzt wurden die gleichen Mengen

wie fur eine Standard-in vitro-Transkription.

Bisatinyliarta Biotinylierte Biatinyarts
TRINCFrakiliam TFMIC2-Fraktion TFNIB{-Frakticn
1 | I |

P N 3 4 5 6 P N 3 4 5 & P N 3 4 5 6

. . -0 - -

1 2 3 4 5 6 7 B 8 10 11 42 13 14 15 16 17 18

Abb. 19:  Uberpriifung der biotinylierten Fraktionen auf Aktivitét in der in vitro-Tran-
skription.

Alle Transkriptionsansatze enthielten Nukleosidtriphosphate und je 1 ng VA I-Plasmid als Ma-
trizen-DNA. Das Testsystem fur TFIIC1 beinhaltete jeweils 10 M PCB und 5 m MQ-TFIIIC2;
das Testsystem flir TFIIIC2 enthielt jeweils 10 m MQ-TFIIIC1 und 10 ml PCB; das Testsystem
fur TFIIB b bestand aus jeweils 1,4 M ESF-Polymerase I, 10 M MQ-TFIlIC1 sowie 5 M MQ-
TFIIC2.

Bahn 1: Positivkontrolle des TFI1IC1-defizienten Transkriptionssystems (+ 10 mi
MQ-TFIIC1)

Bahn 2: Negativkontrolle des TFIlIC1-defizienten Transkriptionssystems

Bahn 3-6: + je 10 ni der biotinylierten und umgepufferten TFIIIC1-Fraktionen 3 bis 6

Bahn 7: Positivkontrolle des TFIlIC2-defizienten Transkriptionssystems

Bahn 8: Negativkontrolle des TFIlIC2-defizienten Transkriptionssystems

Bahn 9-12:  + je 5 ni der biotinylierten und umgepufferten TFI1IC2-Fraktionen 3 bis 6

Bahn 13: Positivkontrolle des TFIlIBb-defizienten Transkriptionssystems

Bahn 14: Negativkontrolle des TFIlIBb-defizienten Transkriptionssystems

Bahn 15-18:  + je 2 ml der biotinylierten und umgepufferten TF1lIBb-Fraktionen 3 bis 6

Bahn 1 und 2, 7 und 8 sowie 13 und 14 zeigen die jeweiligen Positiv- bzw.
Negativkontrollen der verwendeten Transkriptionssysteme. Es wurden jeweils
die Fraktionen 3 bis 6 der PD10-Saulen (Uber die die biotinylierten Fraktionen
umgepuffert worden waren) auf ihre Transkriptionsaktivitat untersucht und es
zeigt sich in allen drei Systemen eine Transkriptionsaktivitat der Faktoren mit
dem Maximum in den Fraktionen 4 und 5 (TFIIIC1: Bahn 4 und 5; TFIIIC2:
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Bahn 10 und 11; TFIllIBb: Bahn 16 und 17). Dies bedeutet, dass TFIIIC1,
TFIIIC2 und TFIIIBb auf dieser Reinigungsstufe auch nach der Biotinylierung
noch funktionell aktiv sind. Allerdings verlor die TFIIIC1-Fraktion durch die
Biotinylierungsprozedur erheblich an Aktivitat, was zum einen auf die geringe
Stabilitat des Faktors hindeutet, zum anderen auf die Verdinnung der Frak-
tionen durch die Umpufferungsschritte zurlckzufihren ist (vgl. Bahn 1 mit
Bahn 4 und 5).

Die weiterhin aktiven, biotinylierten TFIIIC1-Molekile wurden fur die
Assemblierung von Transkriptionskomplexen eingesetzt, um nach Isolierung

der Komplexe mogliche TFIIIC1-Untereinheiten detektieren zu kénnen.

4.2.9.1 S400-Gelfiltration zur Isolierung von Transkriptionskomplexen,
die mit teilweise biotinylierten Fraktionen am VA I-Fragment
assembliert wurden

In einem ersten Versuch waren die biotinylierten Fraktionen fir die As-
semblierung von Transkriptionskomplexen am VA |-Plasmid eingesetzt und
uber einen Glyzeringradienten von den freien Proteinen abgetrennt worden
(Daten nicht gezeigt). Diese Methode wurde dann jedoch durch die Etablie-
rung der S400-Gelfiltration zur Isolierung von Transkriptionskomplexen abge-
|6st, da diese eine bessere Trennung der freien Proteine von den Transkrip-
tionskomplexen gewahrleistet (s. 3.5.2.3).

Zur Assemblierung der Transkriptionskomplexe wurde jeweils eine der bio-
tinylierten Fraktionen (TFIIIC1, TFIIIC2 oder TFIIIBb) eingesetzt; als Template
wurde allerdings nicht das VA I-Plasmid, sondern VA |-Fragment verwendet,
um das unspezifische Binden von Proteinen an die DNA zu reduzieren. Diese
drei verschiedenen Ansatze wurden nach Standardbedingungen (s. 3.7.1.b)
behandelt und anschlielRend auf eine S400-Gelfiltrationssaule aufgetragen.
Aufgrund der GroRRe der an die DNA-gebundenen Transkriptionskomplexe er-
scheinen diese im Ausschlussvolumen, wahrend die ungebundenen Proteine
im Trennbereich der Saule eluieren. Die resultierenden Gelfiltrationsfraktionen

wurden anschlieRend in der in vitro-Transkription analysiert (Abb. 20).
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TEN-Komplaxa mit TAN-Komplexe mit TEN-Komplexe mit
bictinyliertesn TENIGA biotinylieriem TFIIC2 botinyliertern TFINBH
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Abb. 20:  Uberpriifung der Transkriptionsaktivitit der iiber eine S400-Gelfiltration
gereinigten Transkriptionskomplexe, bei deren Assemblierung je eine bio-
tinylierte Fraktion anwesend war.

Die Gelffiltrationsfraktionen wurden 7 ml nach Start des Auftrags in 1 ml-Fraktionen gesam-
melt. Fir die in vitro-Transkription enthielten alle Ansatze Nukleosidtriphosphate.

Bahn 1: Auftrag der Transkriptionskomplexe mit biotinyliertem TFI11C1
Bahn 2-7: + je 40 m der Gelfiltrations-Fraktionen 2 bis 7 (mit biot. TFIIIC1)
Bahn 8: Auftrag der Transkriptionskomplexe mit biotinyliertem TFI11C2

Bahn 9-14:  + je 40 m der Gelfiltrations-Fraktionen 2 bis 7 (mit biot. TFIIIC2)
Bahn 15: Auftrag der Transkriptionskomplexe mit biotinyliertem TFIIBb
Bahn 16-21: + je 40 ml der Gelfiltrations-Fraktionen 2 bis 7 (mit biot. TFIlIBb)

Die Bahnen 1, 8 und 15 in Abb. 20 zeigen die Aktivitat des jeweiligen Auftrags
auf die S400-Gelfiltrationssaule, d.h. die assemblierten Transkriptionskom-
plexe zusammen mit den ungebundenen Proteinen der eingesetzten Fraktio-
nen. Der erste Block der in vitro-Transkription zeigt diejenigen Transkriptions-
komplexe, flir deren Assemblierung die biotinylierte TFIIIC1-Fraktion ein-
gesetzt worden war, der zweite Block diejenigen mit der biotinylierten TFI11C2-
Fraktion, der dritte Block diejenigen mit der biotinylierten TFIlIBb-Fraktion. In
Bahn 2 bis 7, 9 bis 14 und 16 bis 21 wurden die Fraktionen 2 bis 7 (entspre-
chend 9 bis 14 ml nach Start des Probenauftrags) der jeweiligen Gelfiltra-
tionslaufe in die in vitro-Transkription eingesetzt. Fraktion 3 weist in allen drei
Fallen eine geringe Transkriptionsaktivitat auf (Bahn 3, 10 und 17), wahrend
die Fraktionen 4 und 5 eine deutliche Transkriptionsaktivitat zeigen (Bahnen 4
und 5, 11 und 12, 18 und 19). Fraktion 6 ist jeweils nur geringfigig transkrip-
tionsaktiv (Bahn 6, 13 und 20).

Interessanterweise sind die Komplexe, in denen der biotinylierte TFIIIC1 ent-
halten ist, erstaunlich aktiv (Bahn 1 bis 7), obwohl die eingesetzte TFIIIC1-
Fraktion und damit auch der Auftrag (Bahn 1) nur eine relativ schwache Tran-

skriptionsaktivitat zeigte (vgl. Abb. 19, Bahn 4 und 5). Eine Erklarung hierfur
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ware die positive Selektion funktionell aktiver (und damit inkorporierter)
TFIIC1-Molekdule durch die Gelfiltration.

Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass auch nach der Biotinylierung von TFIIIC1,
TFIIIC2 und TFIIIBb die Assemblierung von voll transkriptionsaktiven Komple-

xen erfolgt.

4.2.9.2 SDS-PAGE mit den gereinigten Transkriptionskomplexen und
Nachweis der darin enthaltenen biotinylierten Proteine mit Hilfe
des ABC-Kits

Die Transkriptionskomplex-haltigen Fraktionen wurden auf ein 10 %iges SDS-
Gel aufgetragen, unter Standardbedingungen aufgetrennt und geblottet (s.
3.5.7). Der Nachweis biotinylierter Proteine auf der PVDF-Membran erfolgte
mit Hilfe des ABC-Kits von Pierce (s. 3.5.9 und 3.5.7.2); die Membran wurde
anschliel3end mittels Autoradiographie ausgewertet (s. 3.9.1) (Abb. 21).

Es wurden drei verschiedene Blocke aufgetragen: Bahn 1 bis 6 zeigt die
Fraktionen 2 bis 7 (entsprechend 9 bis 14 ml nach Start des Probenauftrags)
der Transkriptionskomplexe, bei deren Assemblierung die biotinylierte
TFIIIC1-Fraktion anwesend war, Bahn 7 bis 12 diejenigen, bei deren As-
semblierung die biotinylierte TFIIIC2-Fraktion anwesend war, und Bahn 13 bis
18 diejenigen, bei deren Assemblierung die biotinylierte TFIIIBb-Fraktion an-
wesend war (ebenfalls jeweils Fraktion 2 bis 7).

Im ersten Block sind Polypeptide mit ca. 38, 57, 63 und 65 kDa Grolie er-
kennbar. Im Bereich oberhalb der 66 kDa-Markerbanden sind weitere Banden
zu sehen, die aber aufgrund fehlender Markerbanden sehr schwer in ihrer
Grole zuzuordnen sind.

Zum Zeitpunkt, als dieses Experiment durchgefuhrt wurde, gab es in unserem
Labor noch keine konkreten Hinweise auf die GroRe mdglicher Untereinheiten
von TFIIC1. Und da rund 10 verschiedene Banden im Bereich der transkrip-
tionsaktiven Fraktionen im ersten Block auftraten, die zusatzlich einen gewis-
sen, unspezifischen Hintergrund zeigten, ware eine Zuordnung von Banden,
die von TFIIIC1-Untereinheiten stammen, zu gewagt gewesen. In der
Zwischenzeit sind jedoch weitere Experimente durchgefihrt worden, die unter
Vorbehalt eine erste Zuordnung zum jetzigen Zeitpunkt rechtfertigen (vgl.
4.2.11 sowie Abb. 25).
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TXN-Komplexe mit TXN-Komplexe mit TXN-Komplexe mit
biotinyliertem TFIIIC1 biotinyliertem TFIIIC2 biotinyliertem TFllIBbeta
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Abb. 21:  Nachweis der in den Transkriptionskomplexen enthaltenen, biotinylierten
Proteine mit Hilfe des ABC-Kits.

Die Transkriptionskomplex-haltigen Gelfiltrations-Fraktionen wurden auf ein SDS/10%PAA-
Gel aufgetragen; jeweils auRen wurden je 40 mi Mark12-Marker aufgetragen (M). Nach der
elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel fir 1,5 Stunden bei 250 mA auf eine PVDF-
Membran geblottet. Der Nachweis der biotinylierten Proteine erfolgte mit Hilfe des ABC-Kits
von Pierce (s. 3.5.9).

Bahn 1-6: je 160 m der Transkriptionskomplexe mit biotinyliertem TFIIIC1
Bahn 7-12:  je 160 m der Transkriptionskomplexe mit biotinyliertem TFI11C2
Bahn 13-18: je 160 m der Transkriptionskomplexe mit biotinyliertem TFIIIBb

Vergleicht man Abb. 21 mit Abb. 25, so finden sich Polypeptide vergleichbarer
Groflen auch auf dem silbergefarbten SDS-Gel in Abb. 25.

Dass die Banden in Bahn 6, 12 und 18 starker hervortreten, obwohl die jewei-
lige Fraktion 7 kaum noch Transkriptionsaktivitat aufweist (Abb. 20, Bahn 7,
14 und 21), liegt vermutlich daran, dass die Fraktionen 6 und 7 des Gelfiltra-
tionslaufs bereits einen Teil der freien, aus der biotinylierten Fraktion stam-
menden Proteine enthalten, die alle aufgrund ihrer Biotinylierung mit dem
ABC-Kit nachgewiesen werden.

Im zweiten Block (Bahn 7 bis 12) ist eine Bande bei ca. 65 kDa erkennbar

(Bahn 8 bis 10, fototechnisch schlecht darstellbar), bei der es sich vermutlich
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um die 63 kDa-Untereinheit von TFIIIC2 handelt. Hier entspricht der Verlauf
der Bandenintensitat dem der Transkriptionsaktivitat (vgl. Abb. 20: Maximum
in Fraktion 4, Bahn 11). Im oberen Bereich lasst die Qualitdt der Membran
keine Zuordnung der vier weiteren Untereinheiten von TFIIIC2 zu (220 kDa,
110 kDa, 102 kDa und 90 kDa). Mdéglicherweise sind die 220 kDa- und die
110 kDa-Untereinheit aufgrund ihrer GroRe nicht ins Trenngel eingelaufen
oder die Blot-Effizienz dieser grolen Polypeptide aus dem 10 %igen PAA-Gel
war sehr gering, so dass sie auf der Membran nicht nachweisbar sind.

Der dritte Block (Bahn 13 bis 18) zeigt die Transkriptionskomplexe, bei deren
Assemblierung die biotinylierte TFIlIBb-Fraktion anwesend war. Oberhalb der
66 kDa-Markerbande ist eine Bande zu erkennen, bei der es sich vermutlich
um TFIIIB90 handelt (vgl. Abb. 22, Bahn 9 und 10). Im unteren Bereich der
Membran ist eine Bande bei ca. 42 kDa zu sehen, bei der es sich vermutlich
um TBP handelt.

In diesem Experiment konnten zwar im ersten Block einige interessante Poly-
peptide detektiert werden, da aber in den Kontrolllaufen mit biotinyliertem
TFIIIC2 bzw. TFIIIBb mehr Banden auftraten, als aufgrund der bekannten Zu-
sammensetzung ihrer Untereinheiten auftauchen durften, war eine eindeutige

Zuordnung der beobachteten Polypeptide zu TFIIIC1 sehr unsicher.

4.2.9.3 Weitere SDS-PAGE mit den gereinigten Transkriptionskom-
plexen und Nachweis der darin enthaltenen biotinylierten Pro-
teine mit Hilfe des ABC-Kits

Im Anschluss an das vorangegangene Experiment wurden die Transkriptions-
komplexe mit dem biotinylierten TFIIIC1 bzw. TFIIIBb erneut auf ein 10 %iges
SDS-Gel aufgetragen. Die Elektrophoresedauer wurde dieses Mal jedoch ver-
langert, um besonders die Banden im oberen Bereich besser aufzuldsen
(Abb. 22).

Aufgetragen wurden in Bahn 1 bis 6 die Transkriptionskomplexe mit biotiny-
liertem TFIIIC1 (Fraktion 2 bis 7), in Bahn 7 bis 12 diejenigen mit biotinylier-
tem TFIIIBb (ebenfalls Fraktion 2 bis 7).
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Abb. 22:

TXN-Komplexe mit TXN-Komplexe mit
biotinyliertem TFIIIC1 biotinyliertem TFIIIBf
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Nachweis der in den Transkriptionskomplexen (mit biotinyliertem TFIIIC1
und TFIIIBB) enthaltenen, biotinylierten Proteine mit Hilfe des ABC-Kits.

Die Transkriptionskomplex-haltigen Gelfiltrations-Fraktionen mit biotinyliertem TFIIIC1 und
biotinyliertem TFIlIBb wurden auf ein SDS/10%PAA-Gel aufgetragen; jeweils aulRen wurden
je 40 m Mark12-Marker aufgetragen (M). Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde
das Gel fur 1,5 Stunden bei 250 mA auf eine PVDF-Membran geblottet. Der Nachweis der
biotinylierten Proteine erfolgte mit Hilfe des ABC-Kit von Pierce.

Bahn 1-6:
Bahn 7-12:

je 200 m der Transkriptionskomplexe mit biotinyliertem TFIIIC1
je 200 m der Transkriptionskomplexe mit biotinyliertem TFIII Bb

Prinzipiell zeigt sich das bereits bekannte Bild fur die Komplexe mit biotiny-

liertem TFIIIC1: In Bahn 3 und 4 treten Polypeptide mit einer Grol3e von etwa
57, 68 und 71 kDa auf. Die 38 kDa-Bande, die in Abb. 20 im ersten Block

(TFIIC1) zu erkennen war (Bahn 3 und 4), ist auf dieser Membran nicht zu

sehen. Ursache hierfur ist die extreme Unscharfe, die im unteren Bereich des

Gels auftritt. Zusatzlich ist hier der Film aufgrund technischer Probleme sehr

ungleichmaRig geschwarzt und es sind keine distinkten Banden erkennbar,

auch im zweiten Block nicht. Leider sind im oberen Bereich des Gels die Mar-

kerbanden des ungefarbten Markers nicht zu sehen, so dass in diesem Be-

reich keine eindeutige GroRenzuordnung maoglich ist.
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Die auffallig starken Proteinbanden in Bahn 5 und 6 (Fraktion 6 und 7, vgl. mit
Fraktion 4 und 5) treten aufgrund der relativ dicht hinter den Transkriptions-
komplexen eluierenden freien Proteine auf.

Der rechte Block (Bahn 7 bis 12) zeigt die Transkriptionskomplexe, die bio-
tinylierten TFIIIBb enthalten. In Fraktion 4 und 5 (Bahn 9 und 10) ist eine
deutliche Bande mit einer Gro3e von ca. 90 kDa erkennbar, bei der es sich
vermutlich um die 90 kDa-Untereinheit von TFIIIBb handelt. Auch hier ist der
Film ungleichmafig geschwarzt und unscharf, so dass TBP (ca. 40 kDa) nicht
nachweisbar ist. Bei ca. 70 kDa und darunter treten weitere Banden auf, die
aber nicht von TFIlIBb stammen.

Wie bereits im ersten Experiment erscheinen auch hier interessante Polypep-
tide; eine eindeutige Zuordnung zu TFIIIC1 war aber zu unsicher, da, wie
oben beschrieben, auch im Kontrolllauf mit TFIIIBb mehr Polypeptide detek-

tiert werden, als bekanntermalf3en zu TFIIIBb gehoren.

4.2.10 Reinigung von Transkriptionskomplexen am VA |-Plasmid
tber Gelfiltration (S500)

Bei der Isolierung der am VA I|-Fragment assemblierten Transkriptionskom-
plexe Uber eine S400-Gelfiltrationssaule (s. 3.5.2.3) konnten zwar die Tran-
skriptionskomplexe weitgehend von den freien Proteinen abgetrennt werden,
diese folgten aber unmittelbar in den nachsten Fraktionen. Um einen groRe-
ren Abstand zwischen den Transkriptionskomplexen und den freien Proteinen
zu erreichen, wurde S500-Gelfiltrationsmaterial verwendet und anstelle des
VA I-Fragments VA I-Plasmid eingesetzt, so dass die an die DNA gebunde-
nen Transkriptionskomplexe im Ausschlussvolumen erscheinen, wahrend die
freien, nicht in den Komplex integrierten Proteine weiter hinten im Trennbe-
reich der Saule kommen und damit sehr gut abgetrennt werden kdnnen
(s. 3.5.2.3).
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Es wurden funf verschiedene Ansatze mit folgender Zielsetzung gewahlt:

Ansatz Pra-Inkubation Ziel

Generation von TFIIC2-
GF 1 PUVAI TFIIIC2  TFIlBb TFIIIBb-Komplexen und Identi-

fizierung ihrer Proteinzusam-
mensetzung

Detektion zusatzlicher Banden,
GF 2 pUVA | TFIIC2 TFIIBb TFIIC1 die zu TFIIC1 gehdren kénn-

ten

Identifizierung von unspezifisch
GF 3 PUVAI TFHICY an die DNA bindenden Pro-

teinen aus der TFIIIC1-Fraktion
ohne Zusammenhang mit
TFIIC1

GF 4 TFIIC2 TFIIBb TFHICA Identifizierung von unspezifi-

schen Proteinen aus den ein-
gesetzten Fraktionen, die auf-
grund von Aggregation im Aus-
schlussvolumen enthalten sind

GF5  pUVAI TFIIIC2 TFIlIBb TFIlIC1  Kontrolllauf zur Isolierung voll-
standiger Transkriptions-

Pol 1l komplexe am VA I-Plasmid

Die unter ,Pra-Inkubation“ angebenen Faktoren bzw. das Template waren
wahrend der Assemblierungsphase im Reaktionsansatz enthalten und wurden

anschlieflend auf die S500-Gelfiltrationssaule aufgetragen.

Wahrend die Ansatze GF 1, 2 und 5 die Komponenten flr partielle (GF 1 und
2) bzw. vollstandige Transkriptionskomplexe (GF 5) enthielten, stellten die
Ansatze GF 3 und 4 Kontrollldufe dar (siehe unten). Die Reinigung von
TFIIC2-TFIlIBb-Komplexen Uber eine S500-Gelfiltration wurde in unserem
Labor bereits zuvor erfolgreich angewandt (WAGNER, 2002). Diese Komplexe
bleiben wahrend der Reinigung stabil und kdonnen durch die Zugabe von
TFIIIC1 und der Polymerase lll zu vollstandigen, transkriptionsaktiven Kom-
plexen erganzt werden.

Der Gelfiltrationslauf mit dem Ansatz GF 1 (VA [-Plasmid als Template,
TFIIC2- & TFIIIBb-Fraktion) sollte dazu dienen, auf einem silbergefarbten

SDS-Gel das Bandenmuster derjenigen Proteine aufzuzeigen, die aufgrund
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dieser beiden wahrend der Assemblierungsphase enthaltenen Fraktionen so-
wohl spezifisch als auch unspezifisch im Ausschlussvolumen enthalten sind.
Der Gelfiltrationslauf mit dem Ansatz GF 2 (wie GF 1 + TFIIIC1-Fraktion)
sollte auf dem silbergefarbten SDS-Gel zusatzliche Banden aufzeigen, die in
einem Zusammenhang mit TFIIIC1 stehen kdnnten. Da hierbei allerdings
auch Polypeptide aus der TFIIIC1-Fraktion im Ausschlussvolumen erschei-
nen, die unspezifisch mit der DNA interagieren, wurde ein weiterer Versuchs-
ansatz notwendig: Ansatz GF 3 enthielt nur die TFIIIC1-Fraktion mit dem VAI-
Plasmid. Da TFIIIC1 alleine nicht an DNA bindet, stehen die im Ausschluss-
volumen erscheinenden Proteine nicht mit TFIIIC1 in Zusammenhang.

Der Ansatz GF 4 (TFHIIC1-, TFIIIC2- und TFllIBb-Fraktion ohne Template)
sollte zur Identifizierung derjenigen Proteine flhren, die z.B. durch Aggregat-

bildung im Ausschlussvolumen zu finden sind.

Es wurden fir jeden der funf Ansatze jeweils vier Gelfiltrationslaufe durchge-
fuhrt, um eine ausreichende Menge an Proteinen flr das anschlieRende SDS-
Gel zu erhalten.

Wie sich in der mehrmonatigen Anwendung dieser Methode gezeigt hatte,
sind die Gelfiltrationslaufe technisch absolut reproduzierbar, so dass gleiche
Fraktionen der einzelnen Gelfiltrationslaufe problemlos untereinander verei-

nigt werden konnen.

4.2.10.1 Analyse der iiber S500-Gelfiltration gereinigten, unterschiedlich
zusammengesetzten Transkriptionskomplexe in der in vitro-
Transkription

Je Versuchsansatz wurde immer ein Gelfiltrationslauf in der in vitro-Transkrip-
tion auf Aktivitat getestet.

Um die Aktivitat der vollstandigen Transkriptionskomplexe (GF 5) zu uber-
prufen, wurde zu den Gelfiltrationsfraktionen lediglich ein Nukleotidmix zuge-
geben (s. Abb. 23 A). In Bahn 1 ist die Aktivitat des Auftrags dargestellt, die
Fraktionen 2 und 3 zeigen keinerlei Transkriptionsaktivitat (Bahn 2 und 3). In
den Fraktionen 4 und 5 (Bahn 4 und 5) treten deutliche Transkriptionssignale

auf, die die Anwesenheit der Transkriptionskomplexe in diesen Fraktionen wi-
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derspiegeln. In den Fraktionen 6 und 7 nimmt die Transkriptionsaktivitat wie-
der deutlich ab (Bahn 6 und 7).

A. GFS B. GF 1 (VAI+C2+BfY)
{vollstindige + Pol lil + C1 + NTP
Komplexe) : .
I L -y
AZ3 45667 << 234567 8910
I
12 3 4 5 87 12 34567 8 5%10M1
Abb. 23:
Analyse der Transkriptionsaktivitét G- GF 2 (WVAI+C2+C1+Bj)
der unterschiedlich zusammengesetz- +Pol Il + NTP

ten und iiber S500-Gelfiltration isolierten

Transkriptionskomplexe in der in vitro
Transkription. A3 456789

-
A. Alle Transkriptionsansatze enthielten ' B
Nukleosidtriphosphate. Analysiert wurde die .
Gelfiltration mit dem Ansatz GF5, der wah-

rend der Assemblierung VA |-Plasmid,

TFIIBb, TFIIC2, TFIIIC1 sowie Polyme- 12345678
rase lll enthielt.

Bahn 1: 40 m Auftragsfraktion
Bahn 2-7: 50 ml Fraktion 2 bis 7 der Gelfiltration mit GF5

B. Alle Transkriptionsansatze enthielten Nukleosidtriphosphate. Analysiert wurde die Gel-
filtration mit dem Ansatz GF1, der wahrend der Assemblierung VA I-Plasmid, TFIIIBb und
TFIIC2 enthielt. Zu den Transkriptionsproben 2 bis 11 wurde ein Proteinmix bestehend aus
je 1 m ss-Polymerase Il und 10 mi MQ-TFIIIC1 zugegeben.

Bahn 1: 40 m Auftragsfraktion
Bahn 2: 40 m Auftragsfraktion
Bahn 3-11: 50 m Fraktion 2 bis 10 der Gelfiltration mit GF1

C. Alle Transkriptionsansatze enthielten Nukleosidtriphosphate. Analysiert wurde die Gel-
filtration mit dem Ansatz GF2, der wahrend der Assemblierung VA I-Plasmid, TFIIIBb, TFIIIC2
und TFHIC1 enthielt. Zu den Transkriptionsproben wurde ein Proteinmix zugegeben, der je

1 M ss-Polymerase Il enthielt.

Bahn 1: 40 m Auftragsfraktion
Bahn 2-8: 50 m Fraktion 3 bis 9 der Gelfiltration mit GF2

Dieses Experiment zeigt, dass transkriptionsaktive Komplexe am VA I-Plas-

mid mit dieser Methode erfolgreich isoliert werden kdénnen.
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Abb. 23 B zeigt die Transkriptionsaktivitat der Gelfiltration mit Ansatz GF 1,
der TFIIC2, TFIlIBb und das VA I-Plasmid enthielt. In Bahn 1 ist die Aktivitat
des Auftrags in Anwesenheit von Nukleotiden ohne Zugabe weiterer Protein-
fraktionen oder DNA dargestellt. In Bahn 2 wurde zum Auftrag neben dem
Nukleotidmix auch ein Proteinmix, bestehend aus TFIIIC1 und Polymerase lli,
zugegeben, um die Funktionalitat der eingesetzten Fraktionen zu demonstrie-
ren. Der gleiche Proteinmix wurde zu den Gelfiltrationsfraktionen 2 bis 10
(Bahn 3 bis 11) zugegeben, um die isolierten TFIIIBb-TFIIC2-VA |-Komplexe
zu detektieren. Die Fraktionen 2 und 3 (Bahn 3 und 4) weisen keinerlei Tran-
skriptionsaktivitat auf, wahrend in den Fraktionen 4 bis 8 (Bahn 5 bis 9) eine
deutliche Aktivitat zu erkennen ist. Das Maximum befindet sich in Fraktion 5
(Bahn 6). Die Fraktionen 9 und 10 (Bahn 10 und 11) weisen nur noch eine ge-
ringflgige Transkriptionsaktivitat auf. Abb. 23 B macht deutlich, dass TFIlIBb-
TFIIC2-VA |-Komplexe auch Uber die S500-Gelffiltration stabil sind und auf

diese Weise von freien Proteinen abgetrennt werden kdnnen.

Abb. 23 C zeigt die Gelfiltration mit dem Ansatz GF 2 in der in vitro-Transkrip-
tion. Der Ansatz enthielt zusatzlich zu TFIIIC2, TFIIIBb und dem VA |-Plasmid
eine TFIlIC1-Fraktion. In Bahn 1 ist die Transkriptionsaktivitat des Auftrags
bei Zugabe von Nukleotiden und der Polymerase Ill dargestellt. Die Bahnen 2
bis 8 zeigen die Transkriptionsaktivitat der Gelfiltrationsfraktionen 3 bis 9,
ebenfalls bei Zugabe von Nukleotiden und Polymerase Ill. Auch hier sind in
der Fraktion 3 (Bahn 2) keine aktiven Transkriptionskomplexe nachweisbar.
Die Fraktionen 4 bis 7 (Bahn 3 bis 6) weisen hingegen eine deutliche Tran-
skriptionsaktivitat auf, das Maximum befindet sich, wie auch bei Ansatz GF 1,
in Fraktion 5 (Bahn 4). Damit konnte gezeigt werden, dass bis zu diesem Sta-
dium des Komplexaufbaus auch TFIIIC1 integraler Bestandteil des Transkrip-

tionskomplexes ist und Uber die Gelfiltration gereinigt werden kann.

Die in vitro-Transkription der Gelfiltration mit dem Ansatz GF 3 (pUVA | +
TFIIC1) ist in Abb. 23 D dargestellt. In den Bahnen 1 und 2 sind zwei Positiv-
kontrollen aufgetragen: P1 (Bahn 1) zeigt die Transkriptionsaktivitat (am VA I-

Plasmid) des Proteinmixes, der zu den Proben in Bahn 11 bis 16 zugegeben
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wurde und aus einem vollstandigen, rekonstituierten System bestand (MQ-
TFIIC1, MQ-TFIIC2, ESF-TFIIIBb und Uber Single-strand-DNA-Zellulose ge-
reinigte Polymerase lll (ss-Pol Ill)). Die Positivkontrolle P2 in Bahn 2 stellt die
Transkriptionsaktivitat (ebenfalls am VA I-Plasmid) der Fraktionen dar, die fur
die funf verschiedenen Gelfiltrationsansatze eingesetzt wurden (MQ-TFIIIC1,
ESF-TFIIBDb, ss-Pol lll sowie eine TFIIIC2-Fraktion, die Uber Double-strand-
DNA-Zellulose gereinigt wurde und daher im Folgenden als DC-TFIIIC2 be-
zeichnet wird). In Bahn 3 (A1) wurden lediglich Nukleotide zum Auftrag der
GF 3 (TFHIIC1 + VA I-Plasmid) gegeben und es ist, wie erwartet, keinerlei
Transkriptionsaktivitat festzustellen. In Bahn 4 (A2) ist die Aktivitat des Auf-
trags bei Zugabe eines Proteinmixes bestehend aus MQ-TFIIIC2, ESF-
TFIIIBb und ss-Pol Il sowie Nukleotiden gezeigt.

D GF 3 (VA I+ C1) GF 3 (VAI+ C1)
= + Pol Il # C2 + Pol Il + C2
B+ NTP +C1+B[ +«NTP

— ™ — 0o
o o g 2 3 4 5 6T 2 3 4 5 67

1 2 34 56 7T 8 910 111213 14 1516

Abb. 23:  Analyse der Transkriptionsaktivitdt der unterschiedlich zusammengesetz-
ten und iiber S500-Gelfiltration isolierten Transkriptionskomplexe in der
in vitro-Transkription.

D. Alle Transkriptionsansatze enthielten Nukleosidtriphosphate. Analysiert wurde die Gel-
filtration mit dem Ansatz GF3, der wahrend der Assemblierung VA I-Plasmid und TFIIIC1 ent-
hielt. Zu den Transkriptionsproben 4 bis 10 wurde ein Proteinmix bestehend aus je 1 m ss-
Polymerase Ill, 5 M MQ-TFIIIC2 und 3 M ESF-TFIIIBb zugegeben, zu den Transkriptions-
proben 11 bis 16 wurde ein Proteinmix bestehend aus je 1 m ss-Polymerase Ill, 5 mi MQ-
TFIIC2, 3 M ESF-TFIIIBb sowie 10 m MQ-TFIIIC1 zugegeben.

Bahn 1: Proteinmix (Probe 11 bis 16) + 0,5 ng VA I-Plasmid (P1)

Bahn 2: 10 M MQ-TFIIIC1 + 7,5 m DC-TFIIIC2 + 1 m ss-Polymerase Il + 3 m ESF-
TFIlIBb + 0,5 ng VA |-Plasmid (P2)

Bahn 3: 40 n Auftragsfraktion der Gelfiltration mit GF3 (A1)

Bahn 4: 40 m Auftragsfraktion der Gelfiltration mit GF3 + PM (Probe 3 bis 10; A2)

Bahn 5-10:  je 50 m der Fraktion 2 bis 7 der Gelfiltration mit GF3 + PM (Probe 3 bis 10)
Bahn 11-16: je 50 m der Fraktion 2 bis 7 der Gelfiltration mit GF3 + PM (Probe 11 bis 16)
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GF 4 E. Alle Transkriptionsansatze enthielten Nukleosid-
E (C1+ C2 + BJY) triphosphate und je 0,5 ng VA I-Plasmid als Matrizen-
- DNA. Analysiert wurde die Gelfiltration mit dem Ansatz
+Pol Il + VA GF4, der wahrend der Assemblierung TFIIIBb, TFIIIC2
* NTF und TFHIC1 enthielt. Zu den Transkriptionsproben
' ' wurde ein Proteinmix zugegeben, der je 1 m ss-Poly-
AS5E merase |l enthielt.
Bahn 1: 40 m Auftragsfraktion
Bahn 2: 50 m der Fraktion 5 der Gelffiltration mit
GF4
Bahn 3: 50 m der Fraktion 6 der Gelffiltration mit
123 GF4

In Bahn 5 bis 10 wurden die Gelfiltrationsfraktionen 2 bis 7 bei Zugabe dieses
Proteinmixes auf Transkriptionsaktivitdt getestet. Es ist keinerlei Aktivitat
nachzuweisen, was darauf hinweist, dass TFIIIC1 alleine nicht mit dem
Template interagiert.

Bahn 11 bis 16 zeigen dieselben Gelfiltrationsfraktionen bei Zugabe des Pro-
teinmixes, der zusatzlich zu MQ-TFIIIC2, ESF-TFIIIBb und ss-Pol Ill eine MQ-
TFIIIC1-Fraktion enthielt. Es ist eine deutliche Transkriptionsaktivitat in den
Fraktionen 3 bis 7 erkennbar, was die Anwesenheit des VA [-Plasmids in die-

sen Fraktionen widerspiegelt.

In Abb. 23 E wurden schlie3lich die Fraktionen der Gelfiltration mit dem An-
satz GF 4 in der in vitro-Transkription getestet. Dieser Ansatz bestand aus
den eingesetzten Proteinfraktionen (DC-TFIIIC2, ESF-TFIIIBb, MQ-TFIIIC1)
ohne Template. In Bahn 1 wurde diese Auftragsfraktion bei Zugabe von ss-
Pol Ill, VA I-Plasmid und Nukleotiden auf Transkriptionsaktivitat untersucht.
Die Bahnen 2 und 3 zeigen die Aktivitat der Gelfiltrationsfraktionen 5 und 6,
zu denen ebenfalls ss-Pol lll, VA I-Plasmid und Nukleotide zugegeben wur-
den. Es ist kein Signal zu erkennen, d.h. die drei eingesetzten Transkrip-
tionsfaktoren gelangen nicht gemeinsam in das Ausschlussvolumen der Gel-
filtrationssaule, solange sie nicht als Transkriptionskomplex an die DNA ge-

bunden sind.

Abb. 23 zeigt also eindeutig, dass mit dieser Methode sowohl TFIIIBb-
TFIIC2-VA I-Teilkomplexe als auch TFIIIC1-TFIIIBb-TFIIIC2-VA I|-Teilkomple-
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xe isoliert und durch nachtragliche Zugabe von fehlenden Faktoren, Polyme-
rase Il und Nukleotiden zu transkriptionsaktiven Komplexen vervollstandigt

werden konnen.

4.2.10.2 Western-Blot-Analyse der vollstandigen Transkriptionskomple-
xe auf die enthaltenen Transkriptionsfaktoren und die Poly-
merase lll

GF 5 (vollstandige Komplexe)
I 1
A 1234 5 6 7 8 910 1 12 13 14 15 16

CK2

KkDa M

200 —

116 —

97 vy

[ - - ~<— TFIIIBYO
P - Y X 4
n TIET
% -— C63
55 i
s @ W o . »m <«— TBP
. Ly X R L X 138
36— L R - -<— RPC39

21 e

1 2 3 456 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19

Abb. 24:  Uberpriifung der Gelfiltrationsfraktionen mit vollstindigen Transkriptions-
komplexen auf bekannte Polymerase-lll-Transkriptionsfaktoren sowie die
Polymerase lll im Western Blot.

Western Blot. Bevor die Gelfiltrations-Fraktionen auf ein SDS/8%PAA-Gel aufgetragen wur-
den, wurden sie mit Hilfe von StrataClean Resin auf ein Volumen von 100 m gebracht. Der
Laufpuffer enthielt Tris/Tricine. Nach der Elektrophorese wurde das Gel fiir 2 Stunden bei
260 mA auf eine PVDF-Membran geblottet . Weiteres Vorgehen siehe unter 3.5.7.2. Einge-
setzt wurden ein monoklonaler Antikdrper gegen TBP sowie polyklonale Antikérper gegen
TFIIB90, gegen die 63 kDa-Untereinheit von TFIIIC2 und gegen die 39 kDa Untereinheit der
Polymerase Il (RPC39).

Bahn 1: 40 m Mark 12
Bahn 2: 200 ng CK2
Bahn 3: 100 m Auftrag (GF5) auf die Gelfiltration

Bahn 4-19:  Fraktion 1 bis 16 der Gelfiltration mit dem Ansatz GF5

In Abb. 24 wurde der Auftrag mit den vollstandigen Transkriptionskomplexen
auf die S500-Gelfiltrationssaule (GF 5, Bahn 3), alle Fraktionen aus dieser
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Chromatographie (Bahn 4 bis 19) sowie rekombinante CK2 als Positivkon-

trolle (Bahn 2) aufgetragen (vgl. auch Abb. 7).

Es wurden Antikorper gegen TFIIIB90, TBP, die 63 kDa-Untereinheit von
TFIIC2, gegen CK2 und die 39 kDa-Untereinheit der Polymerase Il einge-
setzt. Das Bild, das sich hierdurch ergibt, ist sehr eindeutig und spiegelt die
gute Trennung der Transkriptionskomplexe von den freien Proteinen Uber die
S500-Gelfiltration wider:

Alle Antikorper detektierten ihr jeweiliges Zielprotein in den Komplex-haltigen
Fraktionen 4 bis 7 (Bahn 7 bis 10) und dann wieder bei den freien Proteinen
von Fraktion 10 bis 16 (Bahn 13 bis 19). In Bahn 8 und 9 sind nur Spuren der
jeweiligen Proteine erkennbar. Dass nicht alle Zielproteine im Auftrag (Bahn
3) nachweisbar sind, liegt daran, dass die eingesetzte Menge des Auftrags flr
einen Nachweis nicht in jedem Fall ausreichend war.

Es konnte bereits friiher gezeigt werden, dass die Transkriptionsfaktoren so-
wie die Polymerase Il in Kontrollldaufen ohne Template nur in den hinteren
Fraktionen zusammen mit den freien Proteinen eluieren (personliche Mittei-
lung Sabine Wagner), so dass ein von den Transkriptionskomplexen unab-
hangiges Vorkommen der Transkriptionsfaktoren und der Polymerase ausge-

schlossen werden kann.

4.2.11 SDS-Page mit den Komplex-haltigen Fraktionen der ver-

schiedenen Gelfiltrationslaufe

Nach Reduktion des Probenvolumens mittels StrataClean Resin wurden je-
weils die Transkriptionskomplex-haltigen Fraktionen 4, 5 und 6 der vier ver-
schiedenen Ansatze aufgetragen (Abb. 25; GF 1: Bahn 2 bis 4 / GF 2: Bahn 5
bis 7 / GF 3: Bahn 8 bis 10 / GF 4: Bahn 11 bis 13 ). Bahn 14 zeigt eine
TFI1CO-Fraktion.
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GF 1 GF 2 GF 3 GF 4
VAI VAI VAI Wihrend
c2 c2 Cc2 Assemblierungs-
Bp Bf Bf phase vorhanden
C1 C1 C1

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

Abb. 25:  Analyse der Transkriptionskomplex-haltigen Gelfiltrationsfraktionen mit
den Ansétzen GF1 bis GF4 im silbergefdrbten SDS-Gel.

Die Fraktionen 4, 5 und 6 der jeweils vier Gelfiltrationslaufe wurden mit Hilfe von StrataClean
Resin auf ein Volumen von 100 m gebracht und auf ein SDS/8%PAA-Gel aufgetragen. Nach-
dem die Proben in das Sammelgel eingelaufen waren, wurden die StrataClean Resin-Beads
aus den Taschen herausgespililt, damit sie den Gellauf nicht beeintrachtigen. Der Laufpuffer
enthielt Tris/Tricine. Nach der elektrophoretischen Trennung wurde das Gel silbergefarbt.

Bahn 1: 30 M Mark12

Bahn 2-4: Fraktion 4 bis 6 der Gelfiltration mit Ansatz GF1
Bahn 5-7: Fraktion 4 bis 6 der Gelfiltration mit Ansatz GF2
Bahn 8-10:  Fraktion 4 bis 6 der Gelfiltration mit Ansatz GF3
Bahn 11-13: Fraktion 4 bis 6 der Gelfiltration mit Ansatz GF4
Bahn 14: 10 m einer MQ-TFIIIC1-Fraktion

Bahn 15: 30 m SeeBlue plus 2
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Betrachtet man GF 3 und GF 4 (Bahn 8 bis 13), wird deutlich, wieviele Pro-
teine unspezifisch in diesen drei Fraktionen enthalten sind. Es handelt sich
hierbei um Proteine, die z.B. aufgrund von Aggregatbildungen oder unspezifi-
schen Interaktionen mit dem VA |-Plasmid ins Ausschlussvolumen gelangen.
Nachdem alle Bahnen miteinander verglichen wurden, konnten sechs ver-
schiedene Proteinbanden detektiert werden, die nur in den GF 2-Ansatzen
erkennbar sind (zwischen Bahn 5 und 6, mit Sternen markiert). Wie in der
nachfolgenden Tabelle unter Abb. 25 angegeben, sind dies Polypeptide mit
einer Grole von ca. 43, 57, 65, 69, 140 und 164 kDa.

Die nachfolgende Tabelle zeigt eine Auswahl an Kandidatenpeptiden, die so-
wohl als Bestandteil von TFIIIC1 in den Transkriptionskomplex eingebaut sind
(s. Abb. 25), als auch durch klassische chromatographische Reinigung als
moglicher Bestandteil von TFIIIC1 gefunden wurden. Nur diejenigen Polypep-
tide (PP) aus der klassischen, chromatographischen Reinigung, die in ihrer
Grolde in etwa mit denjenigen aus Abb. 25 Ubereinstimmten, wurden als po-
tentielle TFIIIC1-Untereinheiten naher in Betracht gezogen.

Vergleicht man nun die gefundenen Kandidatenpeptide, so finden sich Poly-
peptide, die sowohl zu TFIIIC1 als auch zu TFIlIC1-like gehéren kénnten. Be-
sonders die grolieren Polypeptide mit einer GroRe von ca. 140 kDa und 160
kDa sind sehr interessant. Mengenmallig betrachtet gibt es recht viele Pro-
teine mit einer GroRe zwischen 40 und 80 kDa, so dass es in diesem Bereich
schwierig ist, eine einzelne Proteinbande zu identifizieren, wahrend im Be-
reich um 140 oder 160 kDa erheblich weniger Polypeptide existieren. Es ware
also mdglich, eine SDS-PAGE durchzufuhren, bei der durch eine entspre-
chend lange Elektrophoresedauer die Polypeptide im Bereich zwischen 140
und 160 kDa sehr gut aufldést werden. Die Praparation mehrerer solcher Gele
koénnte schliel3lich zur Isolierung dieser Polypeptide und ihrer Sequenzierung

fihren.
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Ergebnisse

Detektiertes PP

in Abb. 25
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Diskussion

5 Diskussion

Fir eine effiziente und spezifische Transkription am VA |-Gen missen neben
der Polymerase lll die Transkriptionsfaktoren 111IC2, IlIBb sowie IlIC1 verflig-
bar sein, damit ein vollstandiger und aktiver Transkriptionskomplex am gen-
intern liegenden Promotor des VA |-Gens assembliert werden kann. Nachdem
TFIIIC2 die B-Box des VA I-Promotors erkannt und gebunden hat, sorgt er fir
die Einbindung von TFIIIBb in den entstehenden Transkriptionskomplex. Als
dritter Faktor muss TFIIIC1 in den Komplex eingebunden werden, der ge-
meinsam mit TFIIIBb fur die funktionelle Rekrutierung der Polymerase Il be-
noétigt wird (RIEMANN, 2002; WAGNER, 2002).

Wahrend die Kontrolle der Genexpression im Polymerase-lI-System recht gut
untersucht ist, ist uber die Regulation der Polymerase-IlI-Transkription in
menschlichen Zellen nur sehr wenig bekannt. Da neben der spezifischen
Generkennung und der korrekten Transkriptionsinitiation auch die Initiations-
rate eine Rolle bei der Kontrolle der Genexpression spielt, scheint gerade die
Regulation der Initiationsrate im Polymerase-IlI-System von groRer Bedeu-
tung zu sein, wenn man bedenkt, dass an einem einmal assemblierten Poly-
merase-llI-Transkriptionskomplex mehrere hundert Reinitiationsvorgange pro
Stunde ablaufen (KOVELMANN & ROEDER, 1990; DIECI & SENTENAC, 1996).
Denkbar ist, ahnlich wie im Polymerase-II-System, die Existenz von Aktivato-
ren und Inhibitoren der Transkription sowie ganz allgemein die Verfugbarkeit
aktiver Transkriptionsfaktoren. Wie die Ubertragung von externen Signalen
auf die basale Polymerase-lll-Maschinerie allerdings stattfindet, ist unbe-
kannt. Einen moglichen Angriffspunkt stellt der Transkriptionsfaktor 11IC1 dar,
der, wie in der Einleitung beschrieben, wahrend des Zellzyklus, der Zellprolife-
ration und der Zelldifferenzierung eine Rolle spielt (HAERTEL, 1999; THOMAE,
2000, MEISSNER et al., 2002). Bisher ist Uber seine Struktur und Funktion aber
kaum etwas bekannt. Daher ist die Isolierung und nachfolgende Klonierung
von TFIIC1 aulerst wichtig, um einen tieferen Einblick in die Regulationsme-

chanismen der Polymerase-IlI-Transkription zu gewinnen.
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5.1 Untersuchungen zur Funktion von TFIIIC1

5.1.1 TFIIC1 ist ein essentiell notwendiger Transkriptionsfaktor

fiir die Polymerase-lll-Transkription

In Abb. 1 sind alle essentiell notwendigen Transkriptionsfaktoren der Polyme-
rase lll gezeigt, die fur die Transkription des VA |-Gens bendtigt werden.
Hierbei handelt es sich um TFIIIC2, TFIlIBb und TFIIIC1 sowie die Polyme-
rase Il selbst. Fehlt TFIIIC2, TFIIIBb oder die Polymerase Il (Abb. 1), so ist
keine Transkription des VA |-Gens mehr mdglich; Abb. 1 demonstriert also
eindeutig, dass es sich auch bei TFIIIC1 um einen essentiellen Transkrip-
tionsfaktor der Polymerase Ill handelt, in dessen Abwesenheit keinerlei Tran-
skription stattfinden kann. Auch fur die Transkription des 5S-rRNA-Gens so-
wie des U6-snRNA-Gens ist die Anwesenheit von TFIIIC1 zwingend notwen-

dig (Daten nicht gezeigt; OETTEL et al., 1997).

5.1.2 Bei der TFIlIC2-Bindungsverstarkung an den AB-Box-Genen
in Anwesenheit von TFIIIC1 handelt es sich um einen

unspezifischen Effekt

Der erste Schritt bei der Assemblierung eines Polymerase-IlI-Transkriptions-
komplexes besteht aus der Erkennung und Bindung der B-Box durch TFIIIC2.
Wie Experimente am 5S-rRNA-Gen gezeigt haben, wird als dritter Faktor
TFIIBb in den entstehenden Komplex integriert (RIEMANN, 2002). Auch am
VA |-Gen konnten partielle Transkriptionskomplexe isoliert werden, die
TFIIC2 und TFIIBb enthielten (WAGNER, 2002), d.h. auch an den AB-Box-
Genen wird TFIIIBb direkt nach TFIIIC2 in den Komplex eingebunden. Als
dritter Faktor bindet TFIIIC1 stabil an einen bestehenden TFIIC2-TFIIIBb-
VA |-Teilkomplex und kann Uber eine S400-Gelfiltration im Komplex mit
TFIIC2 und TFIIIBb isoliert werden (WAGNER, 2002).

Da aber in Anwesenheit von TFIIIC1 in Footprint-Experimenten eine Erweite-
rung des TFIIIC2-Schutzes sowie im EMSA eine Bindungsverstarkung von
TFIIIC2 an die DNA beobachtet wurde (YOSHINAGA et al., 1987; WANG &
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ROEDER, 1996; OETTEL et al., 1997), ging man davon aus, dass grundsatzlich
auch eine Interaktion zwischen TFIIIC1 und TFIIIC2 stattfinden muss. Nach-
dem festgestellt wurde, dass TFIIIC1 eine sehr ausgepragte Temperatursen-
sitivitat besitzt (s. 4.1.2.1 und Abb. 2), wurde eine TFIIIC1-Fraktion Hitze-
inaktiviert und anschlieRend fir die nahere Untersuchung einer potentiellen
TFIIC2-TFIIC1-Interaktion im EMSA eingesetzt (Abb. 3 und 4).

Nach Vergleich der Daten aus der in vitro-Transkription und den EMSAs
wurde deutlich, dass sowohl die Bindungsaktivitat als auch die Transkrip-
tionsaktivitat von TFIIIC2 Ubereinstimmend ab einer Temperatur von 42°C in-
hibiert wird (Abb. 2). Die Zugabe von TFIIIC1 fUhrte zu der bereits bekannten
Bindungsverstarkung von TFIIIC2 an die DNA (Abb. 3 und 4). Da aber die
Bindungsverstarkung auch in einem Bereich auftrat, in dem die Transkrip-
tionsaktivitat von TFIIIC1 Iangst inaktiviert war, ist eine spezifische Interaktion
von TFIIIC1 und TFIIIC2 sehr fraglich. Eine Erklarung ware natuirlich die Exi-
stenz von zwei verschiedenen Doméanen im TFIIC1-Molekdl, von denen die
eine fUr die Transkriptionsaktivitat verantwortlich ist und bei der es sich um die
temperatursensitive Domane handelt, wahrend die andere Domaéane fir die
Interaktion mit TFIIIC2 zustandig ist. Bliebe diese Domane von der Tempera-
turbehandlung unbeeinflusst, ware das Phanomen der Bindungsverstarkung
als spezifischer Effekt mdglich.

Eine weitere Erklarung ware die Existenz einer anderen in der TFIIIC1-Frak-
tion enthaltenen Komponente, die aulerst Hitze-unempfindlich ist. Dass es
sich hierbei allerdings um ein Polypeptid handelt, ist sehr unwahrscheinlich,
da fast alle Proteine bei derartig hohen Temperaturen langst denaturiert und
damit inaktiviert vorliegen.

Weiterhin scheint eine direkte Interaktion zwischen TFIIIC1 und TFIIIC2 flir
den Aufbau des Transkriptionskomplexes nicht zwingend notwendig zu sein,
da nach der Bindung von TFIIIC2 zuerst TFIlIBb und erst danach TFIIIC1 in

den entstehenden Komplex integriert wird (RIEMANN, 2002; WAGNER, 2002).
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5.1.3 Die Beziehung von TFIlIC1 zu anderen, die Polymerase-lll-

Transkription beeinflussenden Proteinen

Bei dem Transkriptionsfaktor 11IC1 handelt es sich nicht nur um ein zentrales
Protein, das flr die Transkription aller Polymerase-lll-abhangigen Gene be-
noétigt wird, sondern es ist bei Zugabe einer groleren Menge TFIIIC1 auch
immer eine Stimulation der Transkription zu beobachten. Da jedoch kaum et-
was Uber die genaue Funktion dieses Faktors bekannt ist, mlissen eventuelle
Zusammenhange mit anderen, die Polymerase-lll-Transkription beeinflus-
sende Proteine Uberprift werden. Da unter anderem die DNA-Topoisomerase
| und die Proteinkinase CK2 als stimulierende Proteine der Polymerase-llI-
Transkription beschrieben sind (WANG & ROEDER, 1998; JOHNSTON et al.,
2002), musste ein moglicher Zusammenhang zwischen diesen Proteinen und

TFIIC1 naher untersucht werden.

5.1.3.1 Die DNA-Topoisomerase | kann ein vollstdndig rekonstituier-
tes Transkriptionssystem nicht stimulieren und im TFIIIC1-
defizienten System TFIIIC1 funktionell nicht ersetzen

Obwohl der von WANG & ROEDER 1998 beschriebene Holo-TFIlIC-Komplex
PC4 und DNA-Topoisomerase | nur in Spuren enthielt, wiesen ihre Daten
darauf hin, dass fur eine effiziente VA I-in vitro-Transkription wenigstens eines
der beiden letztgenannten Proteine anwesend sein muss (s. 1.7).

Um zu Uberprufen, ob diese Beobachtungen auch in unserem System Gultig-
keit haben und inwiefern TFIIIC1 dabei eine Rolle spielt, wurde der Effekt der
Zugabe einer rekombinanten Topoisomerase | zu unserem rekonstituierten
Transkriptionssystem untersucht. Das Enzym wurde vor seinem Einsatz in der
in vitro-Transkription auf seine Aktivitat getestet (Daten nicht gezeigt).

Abb. 5 zeigt, dass keinerlei Stimulation der Transkription auftritt: Weder ein
vollstandiges Transkriptionssystem, bestehend aus TFIIIC2, TFIIIBb, TFIIC1
und der Polymerase lll, noch ein TFIlIC1-defizientes Transkriptionssystem
wird durch die Zugabe von rekombinanter Topoisomerase | in seiner Tran-
skriptionsaktivitat stimuliert. In unserem hochrekonstituierten System ist der

transkriptionsfordernde Effekt durch die Topoisomerase | also nicht nachzu-
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weisen. Weiterhin bleibt festzuhalten, dass die Topoisomerase | TFIIIC1 in

seiner Funktion offensichtlich nicht ersetzen kann.

5.1.3.2 Die Proteinkinase CK2 ist weder mit TFIIIC1 identisch noch in
der TFIlIBpB-Fraktion nachweisbar

Neuere Daten von JOHNSTON et al. (2002) deuten darauf hin, dass die Pro-
teinkinase CK2 in einem stabilen Komplex mit TFIIIB(b) vorliegt und diesen
durch Phosphorylierung aktiviert, so dass er Uber Protein-Protein-Interaktion
zwischen TFIIIB90 und TFIIIC2 in den Transkriptionskomplex eingebunden
werden kann. Dieser Vorgang wird von JOHNSTON et al. (2002) als ein mogli-
cher positiver Regulationsmechanismus der Polymerase-lll-Transkription an-
gesehen, der bereits auf der Stufe des Aufbaus des Transkriptionskomplexes
stattfindet.

Diese Proteinkinase steht in der Hefe (S. cerevisiae) in Verbindung mit
Wachstumsférderung, Onkogenese und genereller Stimulation der Polyme-
rase-lll-Transkription (Reviews: LITCHFIELD & LUSCHER, 1993; ALLENDE &
ALLENDE, 1995), was JOHNSTON et al. unterstitzend fur ihre Daten sehen. Eine
direkte Ubertragung von Hefe- auf menschliche Zellen ist allerdings sehr
schwierig und auch zu sehr vereinfacht, da es zwischen menschlichen und
Hefe-Zellen neben vielen Gemeinsamkeiten doch auch gravierende Unter-
schiede gibt: Zuallererst sei hier die Existenz von TFIIIC1 in Sdugern genannt,
bei dem es sich um eine evolutionar neue Komponente der TFIIIC-Aktivitat
handelt, die in der Hefe Uberhaupt nicht existiert (s. 1.4.3). Unabhangig davon
ist naturlich trotzdem eine Interaktion zwischen CK2 und TFIlIBb mdglich, und
da in unserem Labor der Transkriptionskomplex-Aufbau Gegenstand zahlrei-
cher Untersuchungen ist, besteht grol3es Interesse an mdglichen positiven
Regulationsmechanismen. Weiterhin handelt es sich bei einer potentiellen re-
gulatorischen Wechselwirkung zwischen CK2 und TFIIIBb um einen Mecha-
nismus, der noch vor dem TFIIIC1-Eintritt in den Transkriptionskomplex eine
Rolle spielt und damit auch TFIIIBb als einen Angriffspunkt fir die Regulation
der Polymerase-IlI-Transkription darstellt.

Weiterhin sollte Uberprift werden, ob unabhangig davon ein Zusammenhang

zwischen CK2 und TFIIIC1 bestehen konnte. Hintergrund ist hierbei die all-
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gemeine Beobachtung in unserem Labor, dass die Zugabe von TFIIIC1-Frak-
tionen zu transkriptionsaktiven Systemen stets zu einer Stimulation der Tran-
skription fuhrt.

Die Western Blot-Analyse (Abb. 6) zeigte allerdings, dass in den von uns ver-
wendeten Fraktionen die CK2 weder in der ESF-TFIIIBb-Fraktion noch in der
MQ-TFIIIC1-Fraktion enthalten ist. Erstaunlicherweise enthielt die Uber DNA-
Cellulose gereinigte TFIIIC2-Fraktion eine sehr deutliche Menge an CK2, so
dass CK2 auf diesem Wege in das rekonstituierte System gelangt.

Es ist also festzustellen, dass die Hauptmenge an CK2 bereits nach der
Phosphocellulose-Chromatographie von TFIIIBb abgetrennt ist, was der
Theorie, dass beide in einem stabilen Komplex vorliegen, widerspricht.
Aulerdem kann bei Zugabe dieser ESF-TFIIIBb-Fraktion durchaus auch ohne
die Anwesenheit von CK2 ein aktiver und stabiler Polymerase-Ill-Transkrip-
tionskomplex assembliert und Uber S500-Gelfiltration gereinigt werden
(s. 4.2.10 und Abb. 7 B).

Da auch in der TFIIIC1-Fraktion keine CK2 nachzuweisen war, handelt es
sich offensichtlich um verschiedene Proteinkomplexe.

JOHNSTON et al. (2002) postulieren weiterhin eine mdgliche Bedeutung der
CK2 bei der Phosphorylierung von TFIIIC2-Untereinheiten und anderen Tran-
skriptionskomplex-Komponenten, da die CK2 ideal positioniert sei, wenn sie
an TFIlIB(b) gebunden in den Transkriptionskomplex gelange. Dem wider-
spricht wiederum Abb. 7 A, die einen Western Blot mit samtlichen Fraktionen
der S500-Gelfiltration zeigt (s. auch 4.2.10), Uber die die vollstandigen Tran-
skriptionskomplexe gereinigt wurden. Es ist keinerlei CK2 in den Komplex-
haltigen Fraktionen detektierbar, wahrend im Bereich der hinteren Fraktionen,
in denen sich die freien Proteine befinden, CK2 nachzuweisen ist. D.h. CK2
ist kein integraler Bestandteil des Transkriptionskomplexes. Es kann auch
nicht davon ausgegangen werden, dass die CK2 urspringlich in den Komplex
mit eingebunden war, weitere Transkriptionsfaktoren phosphoryliert hat und
beim Transkriptionsstart aus dem Komplex freigesetzt wurde, da keine Nu-
kleotide zugeben wurden und es sich folglich um einen Initiationskomplex
handelt. Andererseits befand sich eine betrachtliche Menge an CK2 in der flr

die Komplexassemblierung eingesetzten TFIIIC2-Fraktion, so dass eine
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Phosphorylierung von TFIIIC2-Untereinheiten zu einem friheren Zeitpunkt
naturlich nicht ausgeschlossen ist.

JOHNSTON et al. (2002) sehen ihre Hypothese grundsatzlich durch die aus
Hefe gewonnenen Daten bestatigt, bei der die CK2-Aktivitat zu einer Stimula-
tion der Polymerase-Illl-Transkription flhrt. Dieser Theorie, dass es sich bei
CK2 um einen generellen Aktivator der Polymerase-lll-Transkription handelt,
widerspricht allerdings ebenfalls die Tatsache, dass die Phosphorylierung von
PC4 durch CK2 (s. 1.8) dessen Bindung an doppelstrangige DNA und seine
stimulierende Aktivitat inhibiert (GE & ROEDER, 1994; KRETZSCHMAR et al.,
1994; KAISER et al., 1995). Wie die CK2 also genau auf die Polymerase-IlI-
Transkription einwirkt, ist nicht geklart.

Die oben beschriebenen Daten (vgl. 4.1.4 sowie Abb. 6 und 7) lassen sich je-
denfalls nicht mit den Daten von JOHNSTON et al. (2002) vereinbaren, dass
TFIIBb in einem stabilen Komplex mit CK2 vorliege und nur in diesem Zu-

stand aktiv sei und in den Transkriptionskomplex eingebunden werden konne.

5.2 Reinigung von TFIIIC1

Um Proteine zu isolieren und zu reinigen, bieten sich verschiedene chromato-

graphische Methoden an:

» lonenaustausch-Chromatographie
» Hydrophobe Interaktions-Chromatographie
» Gelfiltration / Size exclusion chromatography

» Affinitats-Chromatographie

Die Standard-Reinigungsstrategie fir die Transkriptionsfaktoren und die Po-
lymerase Il beinhaltete verschiedene lonenaustausch-Chromatographien
(s. 3.5.1 und 3.5.2), wobei der Kationenaustausch-Chromatographie (PC)
eine Anionenaustausch-Chromatographie (MQ, EDF) folgte und anschliel3end
wieder eine Kationen-Austausch-Chromatographie (ESF, Resource S) durch-
gefuhrt wurde. Um eine effizientere Reinigung von TFIIIC1 zu erzielen, sollte
daher versucht werden, einerseits die lonenaustauscher-Chromatographie zu

optimieren und diese andererseits mit anderen Trennprinzipien (s.0.) zu
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kombinieren, um die unterschiedlichen Interaktionseigenschaften der Proteine

mit dem jeweiligen Saulenmaterial fur ihre Reinigung zu nutzen.

5.2.1 Die optimierte Phosphocellulose-Chromatographie fiihrt zur
Aufsplittung der TFIIIC1-Aktivitat (PCg 35045 Und PCg 45.0,6)

Da bei der klassischen Phosphocellulose-Chromatographie die PCC-Fraktion
mit einem relativ groRen Schritt (350 bis 600 mM KCI) eluiert wird, enthalt
diese Fraktion sehr viele Proteine, die im nachsten Schritt auf die MonoQ-
Saule aufgetragen werden. Moglicherweise ist jedoch die Trennleistung der
MonoQ aufgrund des hohen Proteingehalts der PCC-Fraktion geringer. Daher
wurde versucht, die Reinigungsstrategie fur TFIIIC1 bereits auf Stufe der
Phosphocellulose-Chromatographie zu optimieren, indem zwischen die PCB-
und die PCC-Fraktion ein weiterer Elutionsschritt mit 450 mM KCI eingescho-
ben wurde. Dies flhrte allerdings zur Aufsplittung der TFIIIC1- und TFIIICA1-
like-Aktivitat (Daten nicht gezeigt): Sowohl in der PCp 35045 als auch in der
PCo.45.06 war TFIIIC1- und TFIIIC1-like-Aktivitat nachweisbar; beide Aktivita-
ten eluierten Uber die MonoQ bei den jeweils bekannten Salzkonzentrationen.
In friheren Experimenten hatten PCy 350 45-Fraktionen ohne eine weitere Rei-
nigung Uber MonoQ keinerlei TFIIIC1-Transkriptionsaktivitat gezeigt, weshalb
angenommen wurde, dass TFIIIC1 vollstandig in der PCp45.06 €eluiert. Wie
sich jedoch in den anschlieRenden MonoQ-Chromatographien herausstellte,
muss die TFIIIC1-Aktivitat aus der PCy 35.0 45-Fraktion durch einen ebenfalls in
dieser Fraktion enthaltenen Inhibitor uberdeckt worden sein, denn jetzt war
TFIIC1-Aktivitat auch aus dieser Fraktion nachweisbar.

Die Aufsplittung der TFIIIC1-Aktivitat ist in Hinsicht auf eine praparative Reini-
gung von TFIIC1 im gréReren Maldstab und den Erhalt einer sehr aktiven
TFIIC1-Fraktion zwar eher unglnstig, da sie mit viel Aufwand und sehr
grollen Mengen an bendtigtem Zellextrakt verbunden ist; sie eignet sich aber
eventuell fir eine analytische Reinigung, um die einzelnen Untereinheiten von
TFIIC1 darstellen zu kdnnen. Hierbei wirde nur die PCp 4506 verwendet, da

sie eine hdhere spezifische Aktivitat besitzt.
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5.2.2 Die hydrophobe Interaktions-Chromatographie

Die HIC wurde eingesetzt, um ein komplett anderes Trennprinzip fur die Rei-
nigung von TFIIIC1 zwischen die verschiedenen lonenaustauscher-Chroma-
tographien zu schalten. Leider stellte sich heraus, das unter den jeweils ge-
wahlten Bedingungen keine lohnenswerte Reinigung erreicht werden konnte,

so dass diese Methode wieder verworfen wurde.

5.2.3 Die TFIlIIC1-Reinigung uber MonoS

Nachdem die Resultate der ESF-Chromatographie (im Anschluss an eine
MonoQ) reproduzierbar zwar zu einer Konzentrierung der TFIIIC1-Aktivitat,
aber zu keiner nennenswerten Reinigung flhrte, wie die Bestimmung der
Proteinkonzentration (s. 3.5.5) und die Analyse von silbergefarbten SDS-
Gelen zeigten (Daten nicht gezeigt), wurde die ESF- durch eine MonoS-
Chromatographie ersetzt, da dieses Saulenmaterial aufgrund einer geringeren

und gleichmaRigeren PartikelgroRe bessere Trenneigenschaften aufweist.

5.2.3.1  Uber die MonoS-Chromatographie werden zwei verschiedene
Formen von TFIlIC1 voneinander getrennt

Wie sich in der anschlielenden in vitro-Transkription herausstellte (Abb. 10),
eluiert TFIIIC1 Gber die MonoS mit zwei sehr deutlichen Aktivitdtsmaxima bei
unterschiedlichen Salzstarken, wobei das erste Maximum reproduzierbar bei
ca. 330 mM KCI liegt, das zweite bei ca. 425 mM. Dieses Ergebnis ist recht
uberraschend, da die TFIIIC1-Fraktion bei der MonoQ-Chromatographie mit
einem sehr deutlichen, relativ schmalen Maximum eluiert, was nicht unbedingt
erwarten lie®, dass in ihr zwei verschiedene Aktivitdten enthalten sind. Es
musste daher Uberpruft werden, ob tatsachlich zwei unterschiedliche Formen
von TFIIIC1 existieren, die sich z.B. im Ausmalf ihrer Modifikationen wie Me-
thylierung, Acetylierung oder Phosphorylierung unterscheiden kénnten und
sich daher Uber die MonoS-Chromatographie voneinander trennen lassen.
Zunachst war jedoch auch die Mdglichkeit nicht auszuschlielRen, dass in den
Fraktionen zwischen den beiden ,vermeintlichen® Peaks ein Transkriptions-

inhibitor eluiert. Um dies naher zu untersuchen, wurden die beiden Aktivitats-
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peaks jeweils einzeln noch einmal auf die MonoS-Saule aufgetragen und un-
ter den gleichen Bedingungen wie beim ersten Mal eluiert (s. 4.2.5.3).

Wie sich zeigte, eluierten beide Peaks wieder bei der gleichen Salzkonzentra-
tion wie beim ersten Mal (Abb. 13 A und B). Wahrend jedoch bei der Rechro-
matographie des ersten Peaks die Aktivitat komplett bei der gleichen Salz-
konzentration erschien wie beim ersten Mal, war bei der Rechromatographie
des zweiten Peaks auch im vorderen Bereich um 330 mM KCI eine geringe
TFIIC1-Aktivitat erkennbar. Ursache hierfur kdnnte entweder sein, dass ein
Teil der Aktivitat des ersten Peaks durch Uberlagerung in die Fraktionen des
zweiten Peaks geraten ist, oder dass eine mogliche Modifizierung von TFIIIC1
durch die Anwesenheit eines modifizierenden Enzyms innerhalb der Fraktion
stattfindet, so dass die eine Form in die andere Uberfuhrt wird und dadurch ihr
chromatographisches Verhalten andert.

Da die beiden Peaks jedoch generell bei der gleichen Salzkonzentration elu-
ierten wie beim ersten Mal und sich der Peak auch nicht verbreiterte, konnte
ausgeschlossen werden, dass das Auftreten der beiden Aktivitatspeaks durch
die Elution eines Inhibitors verursacht wurde. Es scheint sich also tatsachlich
um zwei verschiedene Formen von TFIIIC1 zu handeln, die sich z.B. aufgrund

eines unterschiedlichen Modifikationsgrades voneinander unterscheiden.

5.2.3.2 Die MonoS-Chromatographie zeigt eine sehr hohe
Reinigungseffizienz und einen guten Aktivitatserhalt

Wie das zugehoérige Chromatogramm der urspringlichen MonoS-Chromato-
graphie verdeutlicht (Abb. 10), wird mit dieser Methode eine sehr gute Reini-
gung von TFIIIC1 erreicht, da der Hauptteil der Proteine schon vor dem ersten
TFIC1-Aktivitatsmaximum eluiert.

Ebenfalls sehr interessant ist die auRerordentlich starke Aktivitat der TFIIIC1-
haltigen MonoS-Fraktionen, da in der Vergangenheit die Reinigung Uber drei
Chromatographie-Saulen einen Aktivitatsverlust zur Folge hatte. Setzt man
die Transkriptionsaktivitdt der gesamten, TFIIIC1-haltigen MonoS-Fraktionen
hinsichtlich Signalstarke und Gesamtvolumen zu Signalstarke und Gesamt-
volumen des Auftrages ins Verhaltnis, so ergibt sich ein ca. 1,75fach hdherer
Wert fUr die Aktivitat der MonoS-Fraktionen gegenuber der Aktivitat des Auf-
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trags. Eine mdgliche Erklarung hierfur ist die Abtrennung eines Inhibitors Gber

die MonoS-Chromatographie.

5.2.3.3 Rb wird iiber die MonoS von TFIIIC1 abgetrennt

Bei einem solchen Inhibitor konnte es sich um das Retinoblastoma-Protein
(Rb) handeln, das als ,Master switch“ im Polymerase-IlI-Transkriptionssystem
diskutiert wird und tiber TFIIIB wirken soll (Ubersicht: WHITE, 1997). Da jedoch
frlhere Daten aus unserem Labor zeigten, dass Rb Uber alle bisherigen
Chromatographie-Schritte der Standard-Reinigung mit TFIIIC1 koeluierte
(HAERTEL, 1999), wurde diese Annahme in Frage gestellt. Die Daten fiuhrten
vielmehr zu der Vermutung, dass Rb mit TFIIIC1 in einem Komplex vorliegen
kénnten, weshalb die MonoS-Chromatographie auch in dieser Hinsicht analy-
siert wurde (s. 4.2.5.1). Wie sich jedoch im Western Blot deutlich zeigte,
wurde Rb Uber die MonoS erstmalig weitestgehend von TFIIIC1 abgetrennt,
da es bei einer wesentlich niedrigeren Salzkonzentration eluiert als TFIIICA1
(Abb. 11). Allerdings kommt es aufgrund der Elutionsbreite von Rb zu einer
Kontamination des ersten Transkriptionspeaks von TFIIIC1, der zweite Peak
ist dagegen annahernd Rb-frei. Auf keinen Fall ist eine Koelution von Rb und
TFIIIC1 zu beobachten. Mit einer optimierten Stufen-Elution lieRe sich sicher-
lich eine noch deutlichere Trennung der beiden Proteine erreichen. Diese
Daten sprechen somit eindeutig gegen eine stabile Komplexierung von Rb
und TFIIC1. Weiterhin kann festgehalten werden, dass Rb in den untersuch-
ten Transkriptionssystemen keinerlei inhibierenden Einfluss ausubt, so dass
man nicht von einer Funktion als genereller Repressor der Polymerase-Ill-

Transkription sprechen kann.

5.2.3.4 Rb hat keinen negativen Einfluss auf die in vitro-Transkription

Neben der Abtrennung von Rb aus den TFIIIC1-haltigen Fraktionen war, wie
unter 5.2.3.2 beschrieben, eine sehr gute Aktivitat der TFIIIC1-Fraktionen zu
beobachten. Da Rb als Repressor der Polymerase-lll-Transkription diskutiert
wird (Ubersicht: PAULE & WHITE, 2000), hatte seine Abtrennung die Ursache
fir die hohe Transkriptionsaktivitat der TFIIIC1-haltigen Fraktionen sein kon-

nen. Die Zugabe einer Rb-haltigen, aber TFIIIC1-freien MonoS-Fraktion zu

126



Diskussion

verschiedenen, aktiven Transkriptionssystemen zeigte allerdings sehr deut-
lich, dass keinerlei Reprimierung stattfindet, im Gegenteil, die Zugabe der Rb-
haltigen MonoS-Fraktion zu verschiedenen rekonstituierten Transkriptions-
systemen flhrt zu einer, wenn auch nicht extrem ausgepragten, Stimulation
der Transkription (Abb. 12). Lediglich der S100-Zellextrakt ist durch diese
Fraktion nicht zu stimulieren. Was allerdings der mechanistische Hintergrund
fir diese Aktivitatszunahme sein kénnte und ob die leichte Stimulation Uber-
haupt auf Rb zurtickzuflihren ist, bleibt unklar. In jedem Fall Gbt Rb in diesen
Transkriptionssystemen keinerlei inhibierenden Einfluss aus. Da jedoch der
Phosphorylierungsstatus des in diesen MonoS-Fraktionen enthaltenen Rb
nicht bekannt ist, kann nicht ausgeschlossen werden, dass nur die hyper-

phosphorylierte und damit inaktive Form von Rb darin enthalten ist.

5.2.4 Die Reinigung des Transkriptionsfaktors IlIC1-like

5.2.4.1 Die MonoS-Chromatographie

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, kann der Transkriptionsfaktor 111C1-
like TFIIIC1 funktionell ersetzen, wobei jedoch nicht klar ist, in welcher Bezie-
hung er zu TFIIIC1 steht. Falls TFIIIC1 und TFIIC1-like strukturell miteinander
verwandt sein sollten, kann die Aufklarung der Untereinheitenstruktur von
TF1IC1-like Einblicke in den Aufbau von TFIIIC1 bieten.

Nachdem sich herausgestellt hatte, dass die MonoS-Chromatographie fir die
TFIIC1-Reinigung sehr gut geeignet ist, sollte auch die TFIIIC1-like-haltige
MQ-TFIICO-Fraktion Uber dieses Saulenmaterial gereinigt werden. Weiterhin
bietet die MQ-TFIIIC1-like-Fraktion gegentber der MQ-TFIIIC1-Fraktion den
Vorteil, dass sie deutlich weniger Gesamtprotein enthalt, was wiederum fir
die Reinigung von TFIIIC1-like hilfreich ist.

Wie Abb. 15 zeigt, verhalt sich TFIIIC1-like wahrend der MonoS-Chromato-
graphie sehr ahnlich wie TFIIIC1, es treten auch hier zwei deutliche Aktivi-
tatsmaxima auf: Das erste liegt bei rund 330 mM KCI, was dem ersten Peak
bei TFIIIC1 exakt entspricht, das zweite Aktivitdtsmaximum liegt bei etwa
480 mM KCI und eluiert damit geringfiigig spater als der zweite Aktivitatspeak

von TFIIIC1. Nichtsdestotrotz sprechen diese Ergebnisse daflir, dass es sich
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auch bei TFIlIIC1-like um eine Subpopulation von TFIIIC1 handelt, die sich
wiederum Uber die MonoS in zwei verschiedene Aktivitaten auftrennen lasst.
Der Sachverhalt stellt sich zu diesem Zeitpunkt also so dar, als gebe es min-
destens vier verschiedene Formen der TFIIIC1-Aktivitat.

Weiterhin bestatigt dieses, der TFIIIC1-Elution sehr ahnliche Verhalten von
TFIIC1-like, dass die beiden Aktivitatsmaxima von TFIIIC1 Uber die MonoS
nicht durch die Elution eines Inhibitors in den mittleren Fraktionen verursacht
sein kann, da in diesem Fall der Inhibitor sowohl in der MQ-TFIIICO- als auch

in der MQ-TFIIIC1-Fraktion enthalten sein misste.

Wie das Chromatogramm der MonoS-Chromatographie mit TFIIIC1-like ver-
anschaulicht (Abb. 15), eluiert auch hier bereits ein groRer Teil der Proteine
noch vor dem ersten Aktivitatsmaximum von TFIIIC1-like. Hinsichtlich der Ak-
tivitat der MonoS-TFIIIC1-like-Fraktionen zeigt sich kein groRer Unterschied
zwischen der Aktivitat des Auftrags und der Fraktionen (1,05facher Wert der
Fraktionen gegenliber dem Auftrag). Dass sich hier kein so eindrucksvoll ho-
herer Wert ergibt wie bei der Reinigung von TFIIIC1, kann z.B. daran liegen,
dass in der Auftragsfraktion von vornherein keine transkriptionsinhibierenden
Komponenten enthalten waren, die Gber die MonoS-Chromatographie abge-

trennt werden mussten.

5.24.2 Liegtdie TFIlIC1-Aktivitit in verschiedenen Zustandsformen
vor?

In der Vergangenheit wurden verschiedenste Ergebnisse veroffentlicht, die
Fraktionen und Proteine mit TFIIIC1-Aktivitat zeigten. Wie bereits in der Ein-
leitung beschrieben, wurde z.B. eine funktionell mit TFIIIC1 austauschbare
Aktivitat gefunden, die bei ca. 280 mM KCI von der Phosphocellulose-Saule
eluierte und als TFIIIC1’ bezeichnet wurde (WANG & ROEDER, 1996). Auch in
unserem Labor konnte in einigen PCB-Praparationen eine TFIIIC1-Aktivitat
nachgewiesen werden (THOMAE, 2000). Betrachtet man weiterhin die MonoQ-
Chromatographie einer Standard-PCC-Fraktion, so erscheinen auch hier zwei
verschiedene TFIIIC1-Aktivitatspeaks, von denen der erste TFIIIC1-like und
der zweite TFIIIC1 enthalt. Die weitere Aufspaltung von TFIIIC1 bzw. TFIIIC1-

like wahrend der MonoS-Chromatographie sprechen dafir, dass beide
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TFIIC1-Aktivitaten (TFIIIC1 selbst und TFIIIC1-like) in jeweils zwei verschie-
denen Formen eluieren. Bei der TFIIIC1-Aktivitdt handelt es sich also offen-
sichtlich um einen Transkriptionsfaktor, der verschiedene Populationen und
damit ein unterschiedliches chromatographisches Verhalten aufweist. Ursa-
che hierfir kdnnen zum einen unterschiedliche Modifikationsstufen sein oder
auch die Kombination verschiedener Untereinheiten in einem groReren
TFIIIC1-Komplex. Oder es handelt sich um funktionell analoge Protein-
komplexe, was allerdings eher unwahrscheinlich ist, da TFIIIC1 und TFIlICA1-
like Uber die MonoS-Chromatographie ein extrem ahnliches Verhalten zeigen.
Die Existenz verschiedener TFIlIIC1-Populationen ware ebenfalls eine Erkla-
rung fur das Auftauchen der TFIIIC1-Aktivitat in derart vielen und sehr unter-
schiedlich gereinigten Fraktionen.

Doch was kann der Sinn des Auftretens verschiedener Zustandsformen von
TFIIIC1 sein? Es liegt nahe, dass ein Transkriptionsfaktor, der fur die Tran-
skription aller Polymerase-llI-Gene bendtigt wird, in die Regulation der der
Polymerase-Illl-Expression involviert ist, und wie in der Einleitung beschrieben
(s. 1.4.3), konnte bereits gezeigt werden, dass TFIIIC1 vermutlich einen zen-
tralen Angriffspunkt flr die Transkriptionsregulation wahrend des Zellzyklus
und der Zelldifferenzierung darstellt (HAERTEL, 1999; THOMAE, 2000; MEISSNER
et al., 2002). Da jedoch auf Stufe der MonoQ sowohl TFIIIC1 als auch
TFIIC1-like transkriptionsaktiv sind (das gleiche gilt fir die beiden Maxima
der MonoS), kann die Modifikation selbst nicht direkt die Aktivitat oder Inakti-
vitat des Faktors steuern. Mdglicherweise determiniert der Modifikationsgrad
jedoch die Interaktionsfahigkeit von TFIIIC1 bzw. TFIlIC1-like mit anderen,

regulatorisch wirkenden Proteinen.

5.2.5 Die Gelfiltration

In friheren Untersuchungen wurde die Gelfiltration flr den Versuch einer di-
rekten Grolenbestimmung von TFIIC1 eingesetzt (HAERTEL, 1999;
TIEFENBACH, 1998); es traten jedoch einige Probleme auf: Durch den Verdin-
nungseffekt, der mit jeder Gelfiltration verbunden ist, war TFIIIC1 in manchen

Fallen nach der Chromatographie nicht mehr zu detektieren. Oder aber
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TFIIIC1 war nachweisbar, eluierte jedoch Uber einen so breiten Bereich, dass
sich keine sinnvolle Grolkenangabe daraus ableiten liel3 (TIEFENBACH, 1998).

Wie sich aber in einer Vielzahl von Experimenten reproduzierbar gezeigt hat
(RIEMANN, 2002; WAGNER, 2002), eignet sich die Gelfiltration ausgesprochen
gut fur die Abtrennung freier, nicht inkorporierter Proteine von partiellen und
vollstandigen Transkriptionskomplexen, die aus gereinigten Transkriptions-
faktoren an der DNA assembliert wurden (s. 4.2.9.1, 4.2.10). Hintergrund der
Gelfiltrationsexperimente war es also, Einblicke in die TFIIIC1-Untereinheiten-
struktur, zu bekommen, indem TFIIIC1 Uber seine funktionelle Interaktion mit

dem Transkriptionskomplex isoliert wird.

5.2.6 Isolierung vollstandiger Transkriptionskomplexe uber eine
S400-Gelfiltration unter Verwendung von biotinyliertem
TFIlICA1

Wie unter 4.2.9 beschrieben, konnte eine MQ-TFIIIC1-Fraktion erfolgreich in
vitro biotinyliert (Abb. 19) werden, die fir die Assemblierung von Transkrip-
tionskomplexen eingesetzt wurde. Mit Hilfe einer S400-Gelfiltration sollten alle
in der TFIIIC1-Fraktion enthaltenen, biotinylierten Proteine von den vollstandi-
gen Transkriptionskomplexen abgetrennt werden. Nur der biotinylierte TFI11C1
erscheint als Bestandteil des Transkriptionskomplexes im Ausschlussvolu-
men. Ziel des Experimentes war daher der Nachweis der biotinylierten
TFIIC1-Untereinheiten in diesen Transkriptionskomplex-haltigen Fraktionen.
Viele der friher durchgefihrten Experimente hatten gezeigt, dass die Ver-
wendung von Plasmiden fir die Assemblierung von Transkriptionskomplexen
einen Nachteil hat, da Proteine auch unspezifisch mit der freien DNA des
Plasmids interagieren und auf diese Weise in den Komplex-haltigen Fraktio-
nen erscheinen, ohne in den Transkriptionskomplex integriert zu sein. Es
wurden deshalb fur die Versuche mit S400-Gelfiltrationsmaterial die Tran-
skriptionskomplexe am VA |-Fragment assembliert, da auf diese Weise weni-
ger freie DNA fir unspezifische Interaktionen zur Verfliigung steht.

Uber die S400-Gelfiltration wurden schlieBlich die freien, nicht integrierten
Proteine von den Komplexen abgetrennt. Wie sich in der in vitro-Transkription

zeigte (Abb. 20), war TFIIIC1 nach der Biotinylierung zwar aufgrund der ge-
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samten Prozedur weniger aktiv, es bildeten sich aber trotzdem ausreichend

transkriptionsaktive Komplexe aus (Abb. 19 und 20).

5.2.6.1 Die in vitro-Biotinylierung eignet sich nur bedingt fiir den
Nachweis von Polypeptiden

Wie sich jedoch bei der Analyse der auf PVDF-Membran transferierten Kom-
plexe herausstellte (s. 3.5.9 und 3.5.7.2), besitzt diese Methode mehrere
Nachteile: Zum einen sind dies technische Probleme in Form eines relativ
hohen Hintergrundes sowie einer unterschiedlichen Bloteffizienz im oberen
und unteren Molekulargewichtsbereich des Gels, so dass nicht alle Polypep-
tide nachgewiesen werden kdénnen (s. Abb. 21 und 22). Zum anderen musste
festgestellt werden, dass in den Kontrolllaufen mehr biotinylierte Polypeptide
nachgewiesen wurden, als nach der bekannten Untereinheiten-Zusammen-
setzung von TFIIIC2 und TFIIIBb hatten detektiert werden durfen (Abb. 21
und Abb. 22). Das bedeutet, dass diese Methode keine 100%ig zuverlassige
Spezifitat besitzt und damit die Zuordnung einzelner Polypeptide zu TFIIICA1

ohne weitere Anhaltspunkte nicht moglich ist.

Wie sich bei der Analyse dieser Experimente weiterhin herausstellte, eluierten
die freien, nicht in den Transkriptionskomplex integrierten Proteine direkt nach
den Komplex-haltigen Fraktionen. Um diese besser von den Transkriptions-
komplexen zu trennen und sicherzugehen, dass keine Kontamination stattfin-
den kann, wurde dazu Ubergegangen, Transkriptionskomplexe am VA I-Plas-
mid zu assemblieren und diese Uber eine S500-Gelfiltration zu isolieren. Hier-
bei eluieren die freien Proteine im Trennbereich der Saule, wahrend die Tran-

skriptionskomplexe im Ausschlussvolumen erscheinen.

5.2.7 Uber eine S500-Gelfiltration lassen sich sowohl vollstindige

als auch partielle VA I-Transkriptionskomplexe isolieren

Partielle und vollstandige Transkriptionskomplexe am 5S-rRNA-Gen wurden
in unserem Labor bereits Gber S500-Gelfiltration isoliert (RIEMANN, 2002). Da-
her sollte jetzt versucht werden, VA I-Transkriptionskomplexe unterschiedli-

cher Zusammensetzung Uber die S500-Gelfiltration zu isolieren und zu analy-
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sieren, um auf diese Weise eventuell Einblicke in die TFIIIC1-Untereinheiten-

struktur zu erhalten.

5.2.7.1 Analyse der gereinigten VA I-Transkriptionskomplexe

Abb. 23 B und C demonstriert, dass es mdglich ist, sowohl TFIIIC2-TFIIIBb-
VA |-Teilkomplexe als auch TFIIC2-TFIIBb-TFIIIC1-VA |-Teilkomplexe Uber
S500-Gelfiltration zu isolieren und durch die nachtragliche Zugabe von Poly-
merase Ill und Nukleotiden sowie, wenn notwendig, TFIIIC1 zu transkriptions-
aktiven Komplexen zu vervollstandigen. D.h. TFIIIC1 wird nach der Einbin-
dung von TFIIIBb in den entstehenden Transkriptionskomplex integriert und
bleibt wahrend der S500-Gelfiltration stabil am Komplex gebunden. Ob
TFIIC1 allerdings nach Einbindung der Polymerase Il und Transkriptionsstart
noch integraler Bestandteil des Komplexes ist, ist unklar. Denkbar ware auch
eine Art Hit & Run-Mechanismus, bei dem TFIIIC1 die Einbindung der Poly-
merase |l vermittelt, selbst aber aus dem Komplex wieder austritt.

Das Ergebnis, dass TFIIIC1 nach der TFIIIC2- und TFIlIBb-Einbindung in den
Komplex integriert wird, stimmt sowohl mit den Daten des sequenziellen Auf-
baus des 5S-rRNA-Transriptionskomplexes (RIEMANN, 2002) als auch mit den
Daten der Uber S400-Gelfiltration gereinigten VA I-Transkriptionskomplexe
uberein (WAGNER, 2002).

Der Gelffiltrationslauf mit vollstdndigen Transkriptionskomplexen (s. 4.2.10,
Abb. 23 A und Abb. 24) zeigt deutlich, dass eine gute Abtrennung der freien
Proteine von den im Ausschlussvolumen erscheinenden Komplexen stattfin-
det und diese Methode somit sehr gut geeignet ist fir die Reinigung der voll-

standigen und partiellen Transkriptionskomplexe.

5.2.8 Identifizierung potentieller TFIIIC1-Untereinheiten

Beim Vergleich des Proteinbandenmusters der Kontrollldufe, bestehend aus
TFIIC2-TFIIBb-VA I-Teilkomplexen, VA I-Plasmid mit TFIIIC1 sowie TFIIIC1,
TFIIC2 und TFIIIBb ohne VA I-Plasmid (Abb. 25), mit dem Bandenmuster der
TFIIC2-TFHIBb-TFIIC1-VA |-Teilkomplexe konnten sechs Polypeptide identi-
fiziert werden, die nur in den TFIIIC1-haltigen Teilkomplexen zu finden waren

und daher mit TFIIIC1 in einen Zusammenhang gebracht werden kdnnen.
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Diese Polypeptide besitzen eine Grolle von etwa 43, 57, 65, 69, 140 und 164
kDa. TFIIIC1 konnte also hiermit zum ersten Mal Uber seine Funktion identifi-
ziert werden.

Nachdem auf diese Weise die ersten konkreten Hinweise auf die Grofe von
TFIIC1-Untereinheiten gegeben waren, wurden alle silbergefarbten SDS-
Gele sowie die PVDF-Membranen mit den S400-Transkriptionskomplexen

noch einmal in Hinsicht auf Polypeptide vergleichbarer GroRe analysiert.

5.2.9 Vergleich der im Verlauf der TFIlIC1-Reinigung erhaltenen

Ergebnisse zur Polypeptidzusammensetzung von TFIIIC1

Es konnte fur fast jedes der sechs Polypeptide aus Abb. 25 in den nachtrag-
lich analysierten SDS-Gelen und PVDF-Membranen mindestens ein kor-
respondierendes Polypeptid detektiert werden (siehe Tabelle, 4.2.11). Ledig-
lich flr das kleinste Polypeptid (43 kDa) liel® sich kein gleich grol3es Polypep-
tid finden. In Abb. 16, in der der Vergleich des zweiten MonoS-Peaks von
TFIIIC1 und TFIIC1-like dargestellt ist, finden sich zwei Polypeptide mit einer
Grole von 46 und 47 kDa, moglicherweise entspricht eines von ihnen dem
kleinsten Polypeptid aus Abb. 25.

Da es sich bei den analysierten Abbildungen um Experimente handelte, bei
denen sowohl TFIIIC1 als auch TFIIIC1-like eingesetzt worden waren und in
beiden Fallen Polypeptide vergleichbarer GréRe gefunden wurden, scheint es
sich bei TFIIIC1-like mdglicherweise tatsachlich um eine Subpopulation von
TFIIC1 zu handeln.

Auf den meisten nachtraglich analysierten Abbildungen sind erheblich mehr
distinkte Banden erkennbar, als letztendlich mit den potentiellen TFIIIC1-Un-
tereinheiten in Abb. 25 in Verbindung gebracht werden kénnen. Im Gegensatz
zur Darstellung von TFIIIC1-Untereinheiten als integrale Bestandteile des Ini-
tiationskomplexes (Abb. 25) handelt es sich hierbei in den meisten Fallen um
klassisch gereinigte Proteinfraktionen. Es liegt daher nahe, dass es sich bei
dieser Vielzahl an Proteinbanden um zufallig mit der TFIIIC1-Aktivitat koeluie-
rende Proteine handelt. Es ist jedoch nicht auszuschlielen, dass eine der

unmarkierten Banden ebenfalls mit TFIIIC1 in einem Zusammenhang steht.
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Die genaue Untereinheitenzusammensetzung wird aber erst aufzuklaren sein,

nachdem wenigstens eine der Untereinheiten isoliert und kloniert wurde.

In dem unter 1.4.3 beschriebenen Holo-TFIlIC-Komplex, den WANG & ROEDER
1998 reinigten und der ebenfalls TFIIIC1-Aktivitat aufwies, identifizierten sie
vier Polypeptide mit einer GroRe von 40, 45, 50 und 70 kDa, die sie TFIIIC1
zuordneten. Da jedoch sowohl die Reinigungsstrategie als auch der experi-
mentelle Ansatz komplett unterschiedlich sind, lassen sich die jeweils gewon-
nenen Ergebnisse nur dulRerst schwer miteinander vergleichen. Bisher konnte
jedoch in unserem Labor nie eine Assoziation von TFIIIC1 und TFIIC2
beobachtet werden. Weiterhin fragt sich, welchen Sinn eine solche Assozi-
ierung haben kénnte, da TFIIIC2 z.B. flr die Expression der 5-regulierten Ge-
ne gar nicht benétigt wird, TFIIIC1 aber durchaus.

Da aulRerdem in der Zwischenzeit keine weiteren Veroffentlichungen von
WANG & ROEDER folgten, kann davon ausgegangen werden, dass keine der

postulierten TFIIIC1-Untereinheiten kloniert werden konnte.

5.2.10 Ausblick

Bei TFIIIC1 handelt es sich um einen zentralen Transkriptionsfaktor der Po-
lymerase lll, der flr die Expression aller Polymerase-lll-Gene benétigt wird.
Uber die in dieser Arbeit dargestellten Experimente zur Isolierung von voll-
standigen und partiellen Transkriptionskomplexen mit Hilfe von S500-Gel-
filtrationsexperimenten ist es in unserem Labor erstmalig gelungen, potentielle
Untereinheiten des TFIIIC1-Multiproteinkomplexes zu identifizieren.

Fur eine Erhartung dieser Ergebnisse sollten jedoch im nachsten Schritt noch
sauberere Ausgangsfraktionen fir die Assemblierung der Transkriptionskom-
plexe eingesetzt werden, um zweifelsfreie Erkenntnisse Uber die Grolke mog-
licher Untereinheiten zu gewinnen. Die konventionelle Reinigung von TFIIICA1
und TFIIIC1-like Uber die lonenaustauscher-Chromatographie bleibt daher so-
wohl fur die Praparation sauberer Ausgangsfraktionen fur die Assemblierung
von Transkriptionskomplexen als auch fir die spatere Reinigung der identifi-
zierten Polypeptide in ausreichender Menge im Hinblick auf ihre anschlieen-

de Sequenzierung und Klonierung von grof3er Bedeutung.
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6 Zusammenfassung

Die humane RNA-Polymerase lll synthetisiert kleine, nicht proteinkodierende
RNAs, die unterschiedlichen Gengruppen angehdren und fir deren Herstel-
lung verschiedene Transkriptionsfaktoren bendétigt werden. Ein zentraler Tran-
skriptionsfaktor im Polymerase-IlI-System ist TFIIIC1, der fir die Expression
aller Polymerase-lll-abhangigen Gene essentiell bendtigt wird. Seine Struktur
und Wirkungsweise konnte jedoch bisher nicht aufgeklart werden.

In dieser Arbeit wurde zunachst die Beziehung von TFIIIC1 zu anderen, die
Polymerase-lll-Transkription stimulierenden Proteinen untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass TFIIIC1 in keinerlei Zusammenhang mit der Proteinkina-
se CK2 oder der DNA-Topoisomerase | steht, die beide in anderen experi-
mentellen Systemen einen positiven Einfluss auf die Effizienz der Polymera-
se-llI-Transkription aufgewiesen hatten.

Voraussetzung fur ein besseres Verstandnis der Wirkungsweise von TFIIIC1
ist seine weitere Reinigung bis hin zur Sequenzierung und Klonierung seiner
Untereinheiten. Hierfir wurde zunachst nach dem Standard-Protokoll eine
Phosphocellulose-Chromatographie durchgefihrt, der eine MonoQ-Chromato-
graphie folgte. Als neuer Kationenaustauscher wurde anschlieRend das
MonoS-Saulenmaterial eingesetzt, das zum einen eine sehr gute Reinigungs-
effizienz zeigte und Uber das zum anderen zwei verschiedene Formen von
TFIIC1 voneinander getrennt werden konnten. Das unterschiedliche chroma-
tographische Verhalten dieser Formen ist vermutlich auf einen unterschiedli-
chen Modifikationsgrad zurlckzufihren. Da auch bei der MonoS-Chromato-
graphie mit TFIIIC1-like zwei Aktivitatspeaks gefunden wurden, ist es moglich,
dass es sich bei TFIIIC1-like um eine Subpopulation von TFIIIC1 handelt.
Diese besteht wiederum selbst aus zwei unterschiedlichen Formen, so dass
man von mindestens vier verschiedenen Formen von TFIIIC1 sprechen kann.
Ein erganzender Weg zur Darstellung der Untereinheiten von TFIIIC1 bestand
in der Assemblierung und Isolierung von vollstandigen und partiellen VA I-
Transkriptionskomplexen. Hierfur wurden neben Kontroll-Gelfiltrationslaufen
TFIIC2-TFIIBb-VAI- sowie TFIIIC2-TFIIBb-TFIIIC1-VAI-Teilkomplexe as-

sembliert, die anschlieRend Uber eine S500-Gelfiltration von den freien, nicht
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Zusammenfassung

in den Komplex integrierten Proteinen abgetrennt wurden. Die isolierten Teil-
komplexe konnten durch Zugabe fehlender Faktoren und der Polymerase Il
vervollstandigt werden und zeigten in Anwesenheit von Nukleotiden eine sehr
gute Transkriptionsaktivitat. Nach Abgleich mit den entsprechenden Kontroll-
Gelfiltrationslaufen konnten schlieRlich sechs potentiell zu TFIIIC1 gehdrende
Untereinheiten in einem silbergefarbten SDS-Gel identifiziert werden; die ge-
fundenen Polypeptide besalen eine Grole von etwa 43, 57, 65, 69, 140 und
164 kDa. Diese Groflen konnten auch durch klassische Chromatographie-
Experimente bestatigt werden. In dieser Arbeit ist es also erstmalig gelungen,
einzelne, vermutlich zu TFIIIC1 gehdrende Polypeptide Uber die Funktion
dieses Multiproteinkomplexes zu detektieren.

Wie sich weiterhin bei der Analyse von Gelfiltrationsexperimenten gezeigt hat,
besteht die Wirkungsweise von TFIIIC1 nicht wie bisher angenommen in der
Bindungsverstarkung von TFIIIC2 an die DNA, sondern wahrscheinlich in sei-

ner Beteiligung an der Rekrutierung der RNA-Polymerase llI.
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Abkiirzungen

7 Abkurzungen

A Adenin

AA Acrylamid

Abb. Abbildung

A.bid. Aqua bidest

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BA N,N-Methylenbisacrylamid

Bp Basenpaar

BSA "Bovine Serum Albumin" (Rinderserumalbumin)

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

Cc Cytosin

ca. circa

cDNA ~copy“ DNA

Ci Curie

cm Zentimeter

CIP Alkalische Phosphatase aus Kalberdarm ("calf intestine
alkaline phosphatase")

cpm "counts per minute" (Impulse pro Minute)

CTP Cytidintriphosphat

Da Dalton

DC DNA-Cellulose (single strand)

DEAE Diethylaminoethan

DNA Desoxyribonukleinsaure ("acid")

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DSE Distales Sequenzelement

DTT Dithiothreitol

EBER-RNA Epstein-Barr-Virus assoziierte RNA

ECL "Enhance Chemolumineszenz"

E. coli Eschericia coli

EDF EMD-DEAE Fractogel 650S

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGTA 1,2-Bis-(2-aminoethoxyethan)-N,N,N',N'-tetraacetat

EMSA "Electrophporetic mobility shift assay"

et al. .et aliter” (und andere)

Fc "Fragment crystallizable" (Immunglobulin-Fragment)

FKS Fotales Kalberserum

FPLC "Fast Performance Liquid Chromatography"

g Erdbeschleunigung

g Gramm

G Guanin

GF Gelfiltration

GTP Guanosintriphosphat

h human

HEK "human embryonic kidney"

HelLa Zellinie eines humanen Cervix-Karzinoms
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Abkiirzungen

Hepes
HIC
hnRNA
ICR

IE

IgG
IPTG
kB

kDa

KE
LB-Medium
Lsg.

M

mA

mg

Hg

ml

1]}

mM

MM
MQ/MS
mRNA
ng

NTP
oD
PAGE
PBP
PBS

PC
PC4
PCI
PCR
PCV
PEG
pH

PMSF

Pol I, lund i
Poly-(didC)
PP

PSE

Qs

r

RA

RNA
RNase
rRNA

RNP

RPC

N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N'-(2-ethansulfonsaure)
hydrophobe Interaktions-Chromatographie
heterogen nukleare RNA

"internal control region”

"intermediate element"

Immunglobulin G

Isopropyl-thio-b-galactosid

Kilobasen

Kilo-Dalton (Masseneinheit)

Kernextrakt

Luria-Bertoni-Medium

Losung

molar

Milliampére

Milligramm

Mikrogramm

Milliliter

Mikroliter

Millimolar

Mikromolar

Mono Q / Mono S

Boten-RNA ("messenger" RNA)

Nannogramm

Nukleosidtriphosphat

Optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PSE-bindendes Protein

Phosphat-gepufferte Salzlésung (,phosphate-buffered-
saline®)

Phosphocellulose

.Positive Cofactor 4"
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch
Polymerase Kettenreaktion ("polymerase chain reaction")
"packed cell volume"

Polyethylenglykol

Wasserstoffexponent (neg. dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration)
Phenylmethylsulfonylfluorid

RNA Polymerase |, I, und Il

Poly-( desoxyinosin-desoxcytidin)

Polypeptid

Proximales Sequenzelement

Q Sepharose

rekombinant

Retardation Assay (EMSA)

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

ribosomale RNA

»Ribonucleoprotein Particle”

RNA Polymerase C (lll) (Untereinheit der Pol Ill)
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Abkiirzungen

rRNA
RT

S

S.

S. cerevisiae
SEC
S.0.
S.u.
S$100
SDS
sek.
SL1
SNAPc
snRNA
snRNP
Sp

SV

T

TAF
TBA
TBE
TBP
TCA
TE
TEMED
TFL, 11, und llI

Tris
tRNA
TTFI
Tween
U

u.a.
UpM
UTP
uv
viv

\)
Vol.
VA RNA
VT

W
wiv
X-Gal
X.1I.

y

z. B.
°C

ribosomale RNA

Raumtemperatur

Svedberg-Einheit (Sedimentationskoeffizient)
siehe

Saccharomyces cerevisiae (Backerhefe)
Size Exclusion Chromatography

siehe oben

siehe unten

zytoplasmatischer Zellextrakt

Natrium- ("sodium-") Dodecylsulfat
Sekunde

Selektivitatsfaktor 1

»,SNRNA-activating protein complex®

»small nuclear RNA*

»Ssmall nuclear ribonucleotide particles®
"stimulating protein" (stimulierendes Protein)
Saulenvolumen / Saulenvolumina

Thymin

TBP assoziierter Faktor
Terminationsregion bindende Aktivitat
Tris-Borat-EDTA-Puffer
TATA-Box-bindendes Protein
Trichloressigsaure

Tris-EDTA-Puffer
N,N,N",N',-Tetramethylethylendiamin
Transkriptionsfaktor der RNA-Polymerase |, Il und IlI
»1rademark®
Tris-hydroxy-ethyl-aminomethan

Jransfer® RNA

Lranscription termination factor” 1
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat

Unit (Einheit der jeweiligen Enzymaktivitat)
unter anderem

Umdrehungen pro Minute
Uridintriphosphat

Ultraviolett

Volumen/Volumen ("volume per volume")
Volt (Mal} fur elektrische Spannung)
Volumen

virus-assoziierte RNA (hier: nur VA | RNA des Adenovirus)

Volumenteile

Watt

Gewicht/Volumen ("weight per volume")
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-_-D-Galaktosid
Xenopus laevis

"yeast" (Hefe)

zum Beispiel

Grad Celsius
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