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Einlatunag:

1. Topoisomerasen:

Topoisomerasen sind Enzyme, die die Konfiguration von DNS-Molekilen an Ort und
Stelle verandern konnen. Diese Fahigkeit wird in der Zelle hdufig bendtigt, um den
normalen DNS-Umsatz zu gewéhrleisten. Denn bei nahezu alen Arbeitsprozessen und
Modifikationen an der DNS entstehen, bedingt durch deren komplizierte,
doppelstrangige Helixstruktur, Verdrillungen und Verknotungen. Diese, sowie die sich
daraus ergebenden Torsionsspannungen, behindern den freien Zugang von Molekilen
zur DNS. Dieser ist zum Beispiel notwendig zur Transkription, Replikation oder zum
Spleiffen von RNS im Rahmen der Zellvermehrung. Andere Prozesse, bel denen sich
aus der DNS-Topologie Probleme ergeben, sind die Trennung von
Schwesterchromatiden bei der Zellteilung, die Chromosomenkondensation (1) oder
Reparaturen (2,3) und Rekombinationen (4) der DNS. Topoisomerasen konnen die
Konfiguration von DNS-Molekilen verandern, indem sie Strangbriiche und deren
anschlief3ende Wiederverbindung nach rdumlicher Umordnung katalysieren. Dabei wird
durch den Angriff einer Hydroxylgruppe eines Tyrosins im aktiven Zentrum des
Enzyms eine Transesterifikation zum Phosphodiesterriickgrat der DNS aufgebaut.
Dadurch entsteht eine Unterbrechung des Ruckgrats. Je nach Reaktionsmodus kann man
dabel zwel Typen von Topoisomerasen unterscheiden: Enzyme vom Typ | spalten nur
einen Strang der Doppelhelix und fuhren dann den komplentdren Strang in einer
rotationsartigen Bewegung durch diese vortbergehende Liicke (5). Sie verandern dabei
den Verdrillungsgrad des Stranges um eine Einheit. Enzyme vom Typ |l unterbrechen
den gesamten Doppelstrang und lassen durch diesen Bruch einen zweiten Doppelstrang
passieren (6). Auf diese Weise kénnen auch Knoten gelost werden. Der

Verdrillungsgrad nimmt bei diesem Vorgang um zwei Einheiten ab.

Die Tatsache, dal3 Topoisomerasen physiologischerweise Briiche in der DNS der Zelle
katalysieren und damit in deren Erbmasse empfindlich eingreifen kénnen, wird in der

Therapie von malignen Erkrankungen und bakteriellen Infekten ausgenutzt. Da sie die



entscheidenden Enzyme zur rdumlichen DNS-Organisation sind, finden sich
Topoisomerasen sowohl in Pro-, as auch in Eukaryoten. Durch ihre Hemmung, mit
entsprechenden Auswirkungen auf das Genom, erreicht man einen Stillstand der
Zellvermehrung. Man kann sogar Apoptosen ausl6sen, wenn die Enzyme inmitten der
Spaltungsreaktionen blockiert werden und dadurch Unterbrechungen der DNS bestehen
bleiben. So sind Topoisomerasegifte und —hemmstoffe einerseits hochpotente
Chemotherapeutika in der Krebstherapie, andererseits bieten sie die Moglichkeit einer
selektiven Hemmung von prokaryotischen Topoisomerasen. Aus diesen Grinden sind

die Enzyme ein wichtiges Forschungsgebiet.

2. Humane Topoisomerase I:

Die humane Topoisomerase | ist ein grofRes Polypeptid aus 765 Aminosduren mit einer
Masse von 91 kDa. Sie gehort zu den nukledren Phosphoproteinen. Im Vergleich mit
anderen eukaryotischen Topoisomerasen vom Typ | finden sich zu 40-50%
Ubereinstimmende Aminosauresequenzen, dagegen relativ. wenig Homologien mit
prokaryotischen Enzymen (7). Humane Topoisomerase | enthdt mindestens vier
katalytisch  wichtige = Domanen, von denen  der N-Terminus  die
Kernlokaliserungssequenzen enthdt. Er ist aulerdem fur viele Interaktionen mit
weiteren Proteinen verantwortlich, wie z. B. die Bindung an Helicasen oder RS-Proteine
(8). Der C-Terminus beinhaltet das aktive Tyrosin, die Kinaseaktivitét (9) und eine
ATP-Bindungsstelle. Nur Deletionen am C-Terminus fuhren zu Einschrénkungen der
Topoisomerase |-Aktivitdt, wobei der Verlust des aktiven Tyrosins nur zu
Relaxationseinbul?en fihrt. Andere Deletionen fihren auch zum Verlust der
Kinaseaktivitdt und der ATP-Bindungseigenschaften. Diese Ergebnisse bestétigen
gleichzeitig, dal3 eine Trennung der verschiedenen Topoisomerase I-Aufgaben mdglich
ist (9). Die dritte Doméne, die Kerndoméne, enthélt eine Bindungsstelle fir einen
Spleilfaktor (10), die vierte Domane ist die sogenannte "Linker domain". Uber sie ist

bisher wenig bekannt, und sie ist im Gegensatz zur Kerndoméane nur wenig konserviert

(6,7).



Die Aktivitét des Enzyms in der Zelle wird zunéchst durch ein Netzwerk positiver und
negativer  Transkriptionsfaktoren moduliert, spdter durch posttranslationelle
Modifikationen wie z.B. Phosphorylierung oder Poly-(ADP-Ribosylierung), wobei die

Wirkungen je nach Ort der Modifikation stimulierend oder hemmend sein kdnnen (5).

Die Hauptaufgabe der Topoisomerase | besteht in der Relaxierung der DNS, das heifdt
in der Entdrillung supraspiralisierter Helixanteile hauptsachlich in der Umgebung von
Replikations(11)- und Transkriptionsorten (12). Bisher noch weitgehend unklar ist,
inwiefern Topoisomerasen Prozesse an der DNS unabhangig von ihrer Grundfunktion
unterstiitzen. So wurden fir die Topoisomerase | bereits Aufgaben als Proteinkinase fur
den Spleil¥faktor ASF/SF 2 (10) und as Transkriptionsfaktor (13,14) beschrieben.
Hierbel wurde nachgewiesen, dal3 Topoisomerase | vermittelnder Zusatzfaktor sowohl
in der Aktivierung, als auch in der Unterdriickung von RNS-Polymerase |1-vermittelten
Transkriptionen ist. Sie wirkt dabei in Anwesenheit anderer Aktivatoren als Koaktivator
bzw. aleine as Repressor der Reaktion. Bei der Phosphorylierung von ASF/SF 2 wirkt
wie erwdhnt der N-Terminus des Enzyms as Bindungsdoméne, die mit einer Arginin-
und Serin-reichen Doméne (RS-Doméne) des Substrates interagiert (15). Auf3erdem
konnten spezifische Bindungen an verschiedene andere nukleére Proteine nachgewiesen
werden, wie z.B. die RNS-Polymerase | (16), die Caseinkinase Il (17), Nucleolin (18),
p53 (19) und das grofe Tumorantigen SV 40 (20), bel dem die Topoisomerase in die
Replikation der SV 40-Minichromosomen involviert ist (21). Die Interaktionen mit der
RNS-Polymerase | werden as Zeichen einer Beteiligung der Topoisomerase | an der
ribosomalen Gentranskription gedeutet (16).

3. Aufgabenstellung:

Man weil3 bisher wenig dartiber, wie Topoisomerase | zu ihren Aufgaben in der Zelle
herangezogen wird. Méglicherweise geschieht dies durch Interaktionen mit anderen
Proteinen. Das wurde auch die schon beschriebenen Bindungen und Assoziationen mit
unterschiedlichsten, am DNS-Haushalt beteiligten Proteinen erkldren. Unter der

Hypothese, dal? dies ein mdglicher Koordinationsmechanismus fir die Topoisomerase-



Aktivitéat in der Zelle sein kénnte, wurden neue, mit Topoisomerase | interagierende
Proteine gesucht. Als Methoden kamen dabei die Koelution be der
chromatographischen Reinigung, Ko-Immunprazipitaion, chemisches Crosslinking und
Protein-Bindungs-Blots zum Einsatz. Anschlief3end wurde der katalytische Effekt der

neuen Proteine auf das Enzym untersucht.



Zdlkultur:

1. Allgemein:

Gearbeitet wurde mit humanen A431-Epidermoidzellen (American Tissue Culture
Collection Nr. 1555), die in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, von Gibco
BRL) mit Zusatz von 5-10% fotalem Rinderserum (vol/vol), sowie 1% L-Glutamin (Bio
Whittaker) und 10 g/l Penicillin/Streptomycin (Bio Whittaker/Gibco BRL) in grof3en
Petrischalen oder Kulturflaschen geziichtet wurden. Die Ausbeute betrug dabei nach
einer Wachstumszeit von 4-5 Tagen im Brutschrank, bei 37°C, befeuchteter
Atmosphére mit 5% CO, und zweimaligem Medienwechsel, ungefahr 107 Zellen fiir
eine konfluente Petrischale.

Die Zelen wurden mit Immunexperimenten und Kulturanaysen regelméldig auf
Mykoplasmen untersucht. Zellzyklusanalysen wurden mit einem Partec PAS 2 Flow-
Cytometer durchgefihrt. Hierfir wurden die Zellen mit 90% Ethanol fixiert, mit 0.1%
Nonidet P-40 permesabilisiert und dann die DNS mit 0.2 pg/ml Bisbenzimid (Hoechst
33258) gefarbt. Als Standard dienten Forellenerythrozyten.

2. Ernte und Extraktion:

Die Ernte wurde komplett auf Eis und mit 4°C-vorgekuhlten Zentrifugen durchgefihrt.
Die Zellen wurden in logarithmischer Wachstumsphase geerntet, mit Calcium- und
magnesiumfreiem PBS-Puffer (IM NaHPO,4, 1M KH,PO4, IM NaCl, 3 mM EDTA,
0.5 mM PMSF) vom Boden gelést und bel 1200 rpm 10 min abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in N-Puffer (15 mM HEPES, pH 7.5, 60 mM KCI, 15 mM NaCl, 300
mM Saccharose, 0.1 mM DTT, 1 mM PMSF, 0.5 mM EGTA, 30 pg/ml Spermine, 7.5
pug/ml Spermidine, 5 pg/ml Aprotinin, 5 pg/ml Leupeptin und 5ug/ml Pepstatin A)
aufgenommen. Anschlief3end wurden sie 10 min bei 4°C mit Triton-X-100 lysiert, dann
die Kerne Uber einen 20%igen Saccharosegradienten bei 4000 rpm 15 min

abzentrifugiert. Die Kernpellets wurden zur Reinigung nochmals in N-Puffer



aufgenommen und genauso abzentrifugiert. Die Extraktion erfolgte in siebenfachem
Volumen Extraktionspuffer (5 mM KPQOyg, pH 7.5, 400 mM NaCl, 10% Glycerin, 1 mM
EDTA, pH 7.5, 1 mM PMSF, 1 mM Benzamidine, 5 mM PefaBloc, 1 mM DTT). Die
ausgefalenen Proteine wurden in einem Festwinkel-Rotor 15 min bei 4000 rpm
abzentrifugiert und dann bel —80°C in Gefrierpuffer (5 mM KPQO,4, pH 7.5, 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 5 mM PefaBloc, 70% Glycerin) gelagert oder frisch,
im gleichen Puffer, aber mit nur 10% Glycerin, verbraucht. 5 ml Kernextrakt

entsprachen ca. 10° Zellen.



M ethoden:

1. Ni-NTA-Chromatographie:

Topoisomerase | kann  mittels  Nickel-NTA-Affinitétschromatographie  aus
ammoniumsulfatgefdllten Kernextrakten in einem Schritt isoliert werden. Hier wurde
die gleiche Methode bei einem rohen Kernextrakt angewendet. Es wurden 5 ml des
rohen Extraktes nach einer 20minitigen Verdauung mit 3000 Einheiten DNase Uber
eine Ni-NTA-Agarose-Saule (0.5 x 1cm/Quiagen, Hilden, BRD) geschickt. Diese wurde
mit 20 mM Imidazol in Puffer A (30 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF,
10% Glycerin) gewaschen und dann mit 200 mM Imidazol in Puffer A eluiert. So
gelang es, in demselben einen Schritt einen Komplex aus Topoisomerase | und zwei
anderen Proteinen mit 115 bzw. 54 kDa zu isolieren (Abb. 1a, Z. 3), die spéter als PSF

und p54™" identifiziert wurden.

2. Source 15Q- und Source 15S-Chromatographie:

Das Ni-Eluat wurde durch eine Source 15Q-Séaule gereinigt (Abb. 1a, Z. 4+5), an eine
Source 15S-Séaule gebunden (beide von Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) und
schliefdlich mit 400 mM NaCl in Puffer A eluiert (Abb. 1a, Z. 6+7). So erreichten wir

eine hochgradige Reinheit des Komplexes.

3. Ammoniumsulfatprazipitation und Superdex-Chromatographie:

Um PSF gemeinsam mit p54™®, die im folgenden als 'Dimer" bezeichnet werden, von
der Topoisomerase zu trennen, wurde das Koeluat der drei Proteine mit 1M
Ammoniumsulfat versetzt. Die Topoisomerase blieb dabel in Ldsung, das Dimer
sedimentierte (Abb. 1a, Z. 8+9). Es wurde in 1M NaCl renaturiert und anschlief3end in
einer  Superdex 200 HR  30/10-Séule  (Pharmacia  Biotech)  mittels



Geldurchwanderungschromatographie gereinigt (Abb. 1b). Zur Konzentration erfolgte
eine Diayse gegen 15 mM HEPES, pH 7.5, 300 mM NaCl, 1 mM PMSF und 50%
Glycerin. Die Andyse der Koeluate erfolgte ebenfalls in der Superdex-Séaule, in

Reinform oder unter Zugabe von IM Ammoniumsulfat, mit jeweils 400 mM NaCl.

4. SDS-PAGE und Western Blot:

Die verschiedenen Saulenfraktionen wurden zur Uberprifung einer SDS-
Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) in 7.5%-igen Gelen unterzogen (Abb.
la). Die primae Auswertung erfolgte mit Coomassieblau-Farbung. Als
Vergleichsmarker im Gel verwendeten wir eine Proteinleiter mit relativen
Molekillmassen zwischen 10 und 200 kDa.

Zur speziellen Anayse wurden Immunférbungen von Western Blots vorgenommen
(22). Die Proteine wurden hierfir halbtrocken elektrophoretisch auf PVDF Membranen
(Immobilon P, Millipore Corp., Bedford, MA) transferiert (Puffer 70 mM CAPS bel pH
11). Als Antikdrper benutzten wir einen monoklonalen Maus-Antikorper gegen humane
Topoisomerase | (NK 147, ein freundliches Geschenk von Dr. Igor Bronstein,
Engelhardt Institut, Moskau, Rufdand) und Kaninchenantiserum gegen das C-terminale
Peptid von PSF. Die sekundéren Ziegenantikdrper gegen Maus- bzw. Kaninchen-
Antikorper waren von Jackson Inc.. Sie sind mit Peroxidase markiert und wurden mit
Hilfe des ECL-Systems (Enhanced Chemoluminescence Detecting Reagents, von
Amersham, Little Chalfont, UK) ausgewertet.

5. N-terminale Mikrosequenzierung:

Aus den mittels SDS-PAGE gewonnen Gelen wurden Proteinbanden ausgeschnitten
und mittels BrCN aufgespalten. Nach erneuter elektrophoretischer Auftrennung und
Ubertragung auf Polyvinylidene-Difluorid-Membranen wurden dann die einzelnen
Proteine im automatischen Sequenzierer von Applied Biosystems (Modell 476A)

sequenziert.



6. Protein-Kreuzbindungsreaktionen:

Reaktionsgemische zur Analyse von Kreuzbindungen wurden bei 20°C ausgefihrt und
enthielten 0.1-0.3 mg/ml Protein (in 15 mM HEPES, pH 7.5, 200 mM NaCl , 1 mM
PMSF, 10% Glyzerin und 10% Me,SO) und 0.5 mM SMCC. Die Reaktion wurde nach
20 min mit 100 mM NH4Cl und Dithiotreitol gestoppt. Die Auftrennung erfolgte in 4%-

igen SDS-Polyacrylamidgelen, die Analyse mit Topoisomerase | im Immunblot.

7. Biotinylierung von Topoisomerase I:

Die rekombinante Topoisomerase | konnte mit Hilfe von D-Biotinoyl-e-
aminocapronsaure-hydroxysuccinimidylester  (Boehringer, Mannheim) biotinyliert

werden, ohne dabei ihre katalytische Aktivitét zu beeinflussen.

8. Immunzytologie:

Zum Nachwels der Enzymvertellung in A431-Zellen verschiedener Zyklusstadien
wurden Zellen auf Glasobjekttrégern angesét, 5 Minuten mit 3.5% Formalin in PBS
fixiert und 2 Minuten in 0.1% Triton-X-100 lysiert. Die Zellkerne wurden mit 1 pg/ml
DAPI angeféarbt (Methode etabliert in (1)). Nach einer 30minttigen Blockierung mit 5%
Ziegenserum in PBS, wurden die Zellen eine Stunde mit den primédren Antikorpern,
humane Scl 70-Autoantikorper fir Topoisomerase | (Dunn Labore, Ansbach) und
Kaninchenserum gegen C-terminales Peptid von PSF, Verdinnungen jeweils 1:2000 in
PBS-A (enthdlt 1% Rinderserumalbumin und 1% Ziegenserum), inkubiert.
AnschliefRend wurden sie mit PBS gewaschen und dann mit den zweiten, CY 2- bzw.
CY 3-markierten ZiegenantikOrpern (fabp-Fragmente) gegen humane bzw.
Kaninchenantikorper (Dianova GmbH, Hamburg), Verdinnung 1:1000 in PBS-A,
gefarbt. Durch die verschieden markierten sekunddren Antikorper waren

Doppelfarbungen moglich. Nach erneutem Waschen in PBS und abschlief3ender



Reinigung mit destilliertem Wasser wurden die Objekttrdger mit 1.5% N-Propylgallat
und 60% Glycerin in PBS versiegelt.

Die Auswertung machten wir bei 480- bis 1200-facher Vergrof3erung unter einem Leitz
DM Epifluoreszenzmikroskop mit speziellen Farbfiltern zur selektiven Beurteilung der
Fluorophore (Abb. 3).

9. Immunprazipitation:

Zum Nachweis einer  Koimmunprézipitation von Topoisomerase | und PSF wurden
chromatographische Fraktionen des Ni-Eluats aus der Superdex-Saule (Abb. 1b) und
wiederum humane Scl 70-Antikorper benutzt. Die erste Inkubation erfolgte eine Stunde
mit 0.05% Nonidet P-40 und 400 mM NaCl bei 20°C. Dann wurde Protein-A-Sepharose
zugegeben, die mit 0.05% Nonidet P-40 und 1% Kasein equilibriert war, und nochmals
eine Stunde bei 20°C inkubiert. Die Protein-A-Sepharose wurde schliefdich
sedimentiert, gewaschen und mit 2% SDS €luiert. Die Analyse der Eluate erfolgte im
Immunblot mit Hilfe des PSF-Antiserums (Abb. 2b).

10. Far Western:

Die Blots fur den Far Western wurden 12 Stunden bel 20°C in PBS mit 0.1% Tween
(PBS-Tween) und 5% fettfreier Milch renaturiert. Danach wurden sie fir eine Stunde
bei 20°C mit dem biotinylierten Enzym inkubiert (10 ng/ml in PBS-Tween mit 2%
Rinderserumalbumin). Nach dem Waschen in PBS-Tween mit 0.5M NaCl wurde das
gebundene Enzym mit Alkaliphosphatase-konjugiertem Streptavidin (Avidix'™) und
einem chemolumineszenten Substrat (CSPD™, beide von Tropix, Serva, Heidelberg)
nachgewiesen (Abb. 2a).

10



11. Aktivitétstests:

Spezifische Topoisomerase |-Aktivitdten wurden mit supraspiralisierter pUC 18-DNS
kinetisch bestimmt. Dabei wurden 2.5 ng des reinen Enzyms bzw. &quivaente Mengen
des Enzyms in anderen Praparationen verwendet, sowie 0.3 pg pUC 18-DNS. In einem
Gesamtvolumen von 30 pl des Puffers (10 mM Bis-tris-propan, pH 7.9, 50 mM KCI, 10
mM MgCh, 0.5 mM EDTA, 0.3 pg/pl Rinderserumalbumin und 0.5 mM Dithiotreitol)
wurden die Reaktionen bel 37°C ausgefihrt und durch Zugabe von 1% SDS gestoppt.
Die Verdauung erfolgte durch 0.1 mg/ml Proteinase K (30 min bei 37°C).

Die relaxierten wurden von den supraspiralisierten DNS-Formen elektrophoretisch in
Agarosegelen (10 g/l) unter TAE-Puffer mit 4 V/cm abgetrennt (12 Stunden Laufzeit).
Die Ergebnisse konnten, nach Farbung der Gele mit 0.5 pg/ml Ethidiumbromid, unter
UV-Durchleuchtung (Exzitation 302 nm, Emisson > 600 nm) fotografisch
dokumentiert (Abb. 4b) werden. Der relative Gehalt an relaxierter DNS wurde endlich
mit Hilfe der Bildanalysesoftware NIH Image Version 1.61 nach Einscannen der Gele
bestimmt. Dabei wurde die Menge an aktiver Topoisomerase |, die 150 ng

supraspiralisierter pUC-DNS in 30 min relaxierte, als eine Einheit definiert.

1



Materialien:

1. Topoisomerasel:

Humane Topoisomerase | wurde in Saccharomyces cerevisiae RS 190 exprimiert, die
mit dem Plasmid YEpGAL 1-h TOP 1 transformiert wurde. Dieses Plasmid tragt das
Gen unter Kontrolle des induzierbaren Hefe-Promotors PGAL 1. Nach der Induktion
wurden die Hefezellen in flissigem Stickstoff gefroren, dann zu Pulver gemdrsert und
sofort in 50 mM Phosphatpuffer aufgenommen, pH 7.0, 2M NaCl, 1 mM DTT, 1 mM
PMSF und 10% Glycerin. Die unloslichen Telle wurden abzentrifugiert, dann die DNS
mit 0.1% Polyethylenimin 30 min bei 4°C prazipitiert und abzentrifugiert (beide
Zentrifugationen 30 min, 36.000 x g, 4°C). Die Proteine im Uberstand wurden mit 3M
Ammoniumsulfat 30 min bel 4°C gefdlt, dann 30 min mit 36.000 x g bei 4°C
sedimentiert, in Phosphatpuffer, 50 mM, pH 7.0, 1 mM DTT, 1 mM PMSF und 10%
Glycerin, renaturiert und anschlief3end an eine Heparin-Sepharose-Séule (5 x 5cm)
gebunden. Nach dem Waschen wurde die Topoisomerase | mit 400 mM Phosphatpuffer,
pH 70,1 mM DTT und 1 mM PMSF eluiert. Ein Mikroliter des Eluats enthielt
ungefahr 10-20 ng Topoisomerase |. mit einer spezifischen Aktivité von 5-10 units/ng.
Die Reinheit des Enzyms im Eluat liegt bel 15-20%. Durch Gelfiltration konnte es zu
fast vollstandiger Homogenitét aufgereinigt werden. Hierzu wurde eine Superdex 200-
Saule (1x30cm) verwendet, die mit 400 mM Phosphatpuffer, pH 7.0, 1 mM DTT, 1 mM
PMSF und 10% Glycerin &quilibriert und entwickelt wurde. In 60% Glycerin blieben
bei —20°C sowohl gereinigte, als auch ungereinigte Enzyme mindestens 5 Monate stabil
(23).

2. PSF:

PSF wurdein E.coli exprimiert und wie in (24) beschrieben gereinigt.



Resultate:

1. In vitro-Interaktionen zwischen Topoisomerase | und PSF/p54™®:

Topoisomerase | kann aus Ammoniumsulfat-Prézipitaten von humanen Kernextrakten
durch Ni-NTA-Affinitétschromatographie in einem einzigen Schritt isoliert werden
(20). Ohne die vorherige Denaturierung gelingt es mit dem gleichen Verfahren, einen
Komplex aus drei Proteinen gemeinsam zu isolieren. Diese Koisolierung der Proteine
mit 54, 100 und 115 kDa setzte sich wahrend folgender Chromatographieschritte durch
eine SourceQ-Saule (Anionenaustauscher), eine SourceS-Saule (Kationenaustauscher)
und bel einer Geldurchwanderungschromatographie in einer 1:1:1-Stochiometrie fort.
Beendet werden konnte sie entweder durch 1M Harnstoff oder durch 1M
Ammoniumsulfat (Abb. 1).

Das 100 kDa—Protein wurde im Immunblot als Topoisomerase | identifiziert. Die
anderen beiden Proteine wurden durch N-terminale Mikrosequenzierung charakterisiert.
Aus dem 115 kDa-Protein wurden dabel drei Sequenzen gewonnen, die mit den
Aminosauresequenzen 4-21, 214-219 und 685-693 des humanen PSF identisch sind.
Diese Identitdt konnte anschlief3end auch mit Immunblots bestétigt werden. Aus dem 54
kDa—Protein wurden drei dem humanen p54™™ identische Sequenzen gewonnen, die
Aminosauren 4-14, 90-120 und 443-466.

Bel der genaueren Untersuchung der Bindungsverhdltnisse stellte sich heraus, dal3
biotinylierte Topoisomerase | sowohl an PSF, as auch an weitere Topoisomerase-
Molekile bindet (Abb. 2a). Auch mit Antikdrpern gegen Topoisomerase | oder PSF
konnten jewells beide Proteine koisoliert werden (Abb. 2b). Im Far Western zeigten
sich wiederum spezifische Bindungen zwischen Topoisomerase | und PSF. Hierfur
wurden Western Blots entweder rohen Kernextraktes oder des isolierten Komplexes
verwendet, die nach der Renaturierung mit biotinylierter Topoisomerase | inkubiert
wurden. Hierbel wurde deutlich, dal3 Topoisomerase | starke Eigenbindungen aufweist,
was auf eine Multimerisierung des Enzyms hinweist. Wurde das Enzym mit dem
SMCC-Agens zusammengebracht, fanden sich 30% dimerische und 10% trimerische

Fraktionen. Bei Koeluaten aus Topoisomerase |, PSF und p54™ fand man mit SMCC
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die gleichen Fraktionen von Enzymmultimeren, aber auch Fraktionen mit wesentlich
groferen Komplexen als die der Homotrimere (Abb. 2c). Fur das dritte Protein des
Komplexes, p54™™®, konnten keinerlei spezifische Bindungen zur Topoisomerase |
gezeigt werden. Seine Betelligung scheint nur durch Interaktionen mit PSF gestltzt zu

werden.

2. In vivo-Interaktionen zwischen Topoisomerase | und PSF/p54™®:

Um herauszufinden, ob solche Komplexe auch in vivo gebildet werden, wurde eine
Doppelfarbung von Topoisomerase | und PSF in humanen A431-Zellen vorgenommen
und durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie ihre Lokalisationen in der Zelle
verglichen (Abb.3).

Waéhrend fast der gesamten Mitosezeit blieben die zwel Proteine getrennt (Abb.3, Spalte
3), denn PSF (Abb. 3, Spalte 2) diffundierte in der Prometaphase ins Zytosol und blieb
wahrend Metaphase und frilher Anaphase vom Chromatin getrennt. In der spéten
Anaphase und in der Telophase begann es dann wieder, sich mit der DNS zu verbinden.
Topoisomerase | hingegen blieb wéahrend aler Mitoseschritte chromatingebunden (Abb.
3, Spalte 1).

In Interphasekernen waren meist beide Proteine diffus im Kern verteilt, wobei PSF
deutlich auRerhalb der Nukleolen war, und zeigten ausgedehnte Kolokalisationen im
extranukleoldren Kernplasma. In einem kleineren Teil (ca. 5-10%) der Interphasekerne
bildeten die Proteine gekérnte und inhomogene Muster ohne Kolokalisationen, sie

schienen im Gegenteil eher in verschiedenen Kompartimenten zu liegen.

3. Stimulation von Topoisomerase | durch PSF/p54™®:

Zunéchst wurde beobachtet, dal3 Topoisomerase | in Gegenwart eines rohen
Kernextraktes 8fach aktiver war als im Reinzustand. Das reine Enzym hatte dabel,

genau wie rekombinante Topoisomerase |, eine spezifische Aktivitdt von 2.9 x 10°
Einheiten/ug (Tabelle 1 und (25)). Dann wurde festgestellt, da? das Enzym im
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gereinigten Komplex sogar noch aktiver war als im rohen Kernextrakt. So entstand die
Vermutung, dald die Aktivitétseinbul3e des isolierten Enzyms daher kommen konnte,
daR bei der Aufreinigung PSF und p54™™® wegfallen. Um diese Annahme zu Uberpriifen,
wurde reine rekombinante oder endogene Topoisomerase | mit reinem rekombinantem
PSF oder gereinigten PSF/p54™™-Dimer prainkubiert und dann die Aktivitat mit dem
gereinigten Komplex aus den drei Proteine verglichen (Abb. 4):

Das isolierte Dimer, das selbst keine DNS-Relaxierungsaktivitédt aufwies, stimulierte die
Aktivitét der gereinigten Topoisomerase | mindestens 16fach und stellte damit die
Aktivitét des trimerischen Komplexes vollstandig wieder her. Der Effekt auf die
rekombinante Topoisomerase | war etwas geringer. Die Stimulation gereinigter
Topoisomerase | durch rekombinantes PSF gelang ebenso, war aber um den Faktor drei
schwécher als die durch das isolierte Dimer. Umgekehrt wurde die Aktivitét der
Topoisomerase | im gereinigten aquimolaren Komplex mit PSF/p54™™ nur unwesentlich
erhoht durch Prainkubierung mit 50fachem molaren UberschuR entweder des

rekombinanten humanen PSF oder des isolierten nativen Dimers (s. Tabelle 1).
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Diskussion:

Auf der Suche nach neuen, mit Topoisomerase | interagierenden Proteinen wurde aus
rohen Kernextrakten von A431-Zellen ein Komplex aus drel Proteinen isoliert, die as
Topoisomerase |, PSF und p54™ identifiziert werden konnten. In verschiedenen
Experimenten wurden dann die Beziehungen der Proteine untereinander bzw. deren

Interaktionen genauer untersucht.

1. Der Spleiffaktor PSF/p54™™:

PSF ist ein hochbasisches Protein mit einem uniblichen N-Terminus, der reich an
Prolin und Glutamin ist (Klonierung und Charakterisierung s.(25)). Beim Pr&amRNS-
Spleif3en bildet es einen Komplex mit dem polypyrimidintraktbindenden Protein (PTB).
Daher auch der Name PTB-assoziierter Spleif’faktor (PSF). In Experimenten mit
biochemisch depletierten Extrakten wurde nachgewiesen, dal3 dieser Komplex fur das
Spleiflen essentiell ist, wobel PTB nur als Assoziationsprotein eine Rolle spielt, nicht
jedoch in der Katalyse der Reaktion, denn es steigert nur gemeinsam mit PSF die
Splei¥rate.

PSF bildet aul}erdem Heterodimere mit einem nukledren, RNS-bindenden Protein von
54 kDa, p54™® (Klonierung und Charakterisierung s. (26)), welches ein kleineres, zu
71% mit PSF identisches Homolog von PSF ist. In Hybrid-Experimenten konnte eine
starke Bindung an p54™® beim Pr&mRNS-Spleiflen nachgewiesen werden, die auch in
vivo bestétigt werden konnte. Durch Immundepletionen mit PSF-Antikorpern wurde die
Spleifkrate erheblich gesenkt, d. h. p54™ kann PSF nicht ersetzen. Erneute Zugabe der
Proteine fuhrte zum Ausgangswert, jedoch zu keiner weiteren Steigerung der Rate (27).
p54™™® spielt offensichtlich auch eine Rolle im Pathomechanismus einer bestimmten
Leukamieform, die sich in einer gestorten SpleiRfunktion der Zellen manifestiert. (28).
Ansonsten weil3 man bisher wenig Uber dieses Protein. Das Heterodimer aus PSF und
p54™™ bildet mit Topoisomerase | einen stochiometrischen Komplex, der sowohl in

vitro als auch in vivo nachgewiesen werden konnte. Nachdem PSF ein bekannter
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Spleif3faktor ist, wurde untersucht, ob auch die Topoisomerase bzw. der Komplex aus
den drel genannten Proteinen noch mit anderen Aufgaben als den bisher bekannten an
diesem Prozel3 beteiligt ist.

2. Nachweis spezifischer Bindungen zwischen Topoisomerase | und PSF:

Zunéchst wurde festgestellt, dal? sich die gleichwertige Stochiometrie des Komplexes
wahrend mehrerer Chromatographieschritte im gleichen Verhdltnis fortsetzte. Erst
durch Féllung mit 1 M Harnstoff oder 1 M Ammoniumsulfat konnte der Komplex
getrennt werden.

Bel Experimenten mit biotinylierter Topoisomerase | konnten sowohl Eigenbindungen,
als auch Bindungen an PSF gezeigt werden. Im Far Western konnten spezifische
Bindungen zwischen Topoisomerase | und PSF bestdtigt werden. Auch bei der
Immunprézipitation fanden sich bel Inkubierung mit Topoisomerase |- oder PSF-
Anitikorpern jeweils Eluate, die beide Enzyme enthielten. Dald sich der
Zusammenschlu® von Topoisomerase | und PSF auch in vivo findet, konnte durch die
immunzytologischen Doppelfarbungen mit PSF- und Topoisomerase I-Antikérpern in
A431-Zellen gezeigt werden.

Diese Ergebnisse sprechen fir einen starken, komplexartigen Zusammenschluf3 der drei
Proteine. Er ist wahrscheinlich nicht auf gleiche Matrixinteraktionen zurtickzufihren,
sondern auf gezielte Rekrutierung der Proteine. Ahnliche Verbindungen zwischen
Topoisomerase | und anderen Proteinen werden im Bereich der RS-Proteine gefunden.
So wurde ein neues RING Finger RS-Protein identifiziert (Topors, (13)), das mit dem
N-Terminus des Enzyms interagiert und es auf diese Weise zu RNS-Polymerase |1-
vermittelten Transkriptionen heranzieht. Der Mechanismus dieser Interaktion erinnert
wiederum an die Zusammenarbeit mit dem Spleiffaktor ASF/SF 2, einem weiteren RS-
Protein (10).
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3. Funktionsuntersuchungen des K omplexes:

Nach der Bestétigung von spezifischen Bindungen zwischen den drei Proteinen sowohl
in vitro als auch in vivo, stellt sich nun die Frage nach der Funktion des Komplexes. In
Vorexperimenten hatte sich gezeigt, dal3 Topoisomerase | in Relaxierungstests in
Anwesenheit eines rohen Kernextraktes aktiver war als in Reinform. Jetzt stellte sich
heraus, dal3 der gereinigte Komplex noch aktiver war. Die Vermutung, dal3 die
AktivitatseinbuRe gereinigter Topoisomerase | durch den Wegfall von PSF und p54™®
kommen koénnte, konnte mit Kreuzexperimenten bestédtigt werden. Das PSF/p54™"-
Dimer ist ein starkes Stimulans fur die Relaxierungsaktivitédt der humanen
Topoisomerase|.

Zwischen Topoisomerase | und p54™ konnten keine direkten Verknipfungen
nachgewiesen werden. Auch das native Dimer konnte nicht getrennt werden, um die
Einzelwirkungen beider Proteine zu untersuchen. Die Beteiligung von p54™® erfolgt
anscheinend ausschliefdich durch Interaktionen mit PSF, seine Aufgabe im Komplex
bleibt dabel unklar. Dal3 die Stimulation der Topoisomerase durch PSF alein nicht so
effektiv ist wie durch das Dimer, kénnte durch das Fehlen von p54™ bedingt sein.
Genauso aber durch eine weniger passende Konfiguration des rekombinanten PSF oder
durch fehlende Modifikationen nach der Translation. Hierbei sollte auch beachtet
werden, dal? das rekombinante PSF aus E. coli in SDS-Gelen etwas anders lief as das
endogene aus A431-Zellen (Abb. 4a, Z. 3+4).

So konnte zwar eindeutig nachgewiesen werden, dal3 der Komplex eine Steigerung der
Relaxierungsaktivitét der Topoisomerase | zur Folge hat, die Fragen nach dem genauen
Mechanismus und eventuellen weiteren Funktionen, die z. B. tber p54™ vermittelt

werden, bleiben dabel aber unbeantwortet.

4. Bedeutung des Komplexes:
Es wurde bereits gezeigt, dal3® humane Topoisomerase | an der Aktivierung von

Serin/ Arginin-reichen Kofaktoren beim RNS-Spleif3en beteiligt ist — entweder durch

eine endogene Proteinkinaseaktivitdt (10) oder durch Zusammenarbeit mit einem
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solchen Enzym (8). Hier wurde gezeigt, dal3 die Topoisomerase | mit PSF, einem
essentiellen Kofaktor fur den zweiten Schritt des RNS-Spleil3ens (24,17), spezifische
Bindungen eingeht und auRerdem Uber PSF mit dessen kleinerem Homolog p54™°
verbunden ist (28,29). Der Nachwels der stacken  Stimulation  der
Topoisomeraseaktivitét konnte auf eine regulatorische Funktion dieses Dimers fur die
Topoisomerase zurlckzuftuihren sein, die die beiden Proteine unabhéngig von ihren
Aufgaben beim Spleif3en ausiiben. Andererseits ist man versucht zu spekulieren, dali3 die
beobachteten Interaktionen der Ausdruck einer Funktion von Topoisomerase | beim
RNS-Spleiffen sein konnten. Hierfir sprechen sowohl die Tatsache, dald PSF gut
bekannt ist in seiner Funktion als Spleil¥faktor, als auch die, dal viele Spleil¥faktoren
Serin- und Argininreiche Doméanen enthalten, mit denen die Topoisomerase, wie im Fall
von ASF/SF 2, interagieren konnte. Im Gegensatz zur Stimulation des Enzyms durch
H1-Histone oder Proteine der hochmobilen Gruppe (17), die vermutlich indirekt und
DNS-vermittelt entsteht, wurde hier die Stimulation durch das PSF/p54™-Dimer mit
aquimolaren Komplexen aus diesen Proteinen gesehen. Sie konnte auch durch massiven
molaren Uberschul® der stimulierenden Proteine nicht wesentlich vergroRert werden.
Dies scheint hauptséchlich an einer direkten Protein-Protein-Interaktion zu liegen. Die
tellweise Kolokalisierung von PSF und Topoisomerase | in Interphasekernen der
humanen Epidermoidzellen &3t vermuten, dal3 in der Zelle die Bildung der Komplexe
durch die Verteilung in den Kompartimenten reguliert wird. DafUr gibt es zwar bisher
keine direkten Beweise, auffédllig ist aber, da3 die komplette Dissoziation von
Topoisomerase | und PSF wahrend der Frihphase der Mitose mit einer
Aktivitatseinbul?e um den Faktor 4 (verglichen mit aus mitotischen Zellen gewonnener

Topoisomerase) einhergeht (9).

5. Fortfuhrung dieser Arbeit:

Hier konnte gezeigt werden, dal? die Komplexierung der DNS-Topoisomerase | mit dem
heterodimeren SpleiRfaktor PSF/p54™® durch ihre Steigerung der Enzymaktivitat einen

funktionellen Effekt hat. Durch den Nachweis der mit dem Zellzyklus variierenden

Kolokalisationen ist auch eine physiologische Rolle dieser Interaktion anzunehmen.
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Offen blieb dabei die Frage nach der biologischen Rolle des Komplexes, da es bisher
nicht gelungen war, die Topoisomerase |-Relaxierung von DNS in ihre einzelnen
Schritte aufzutrennen. Denn jeder dieser Schritte - Assoziation mit dem DNS
Doppelstrang, Spaltung des einen Komplementarstranges, Passage des zweiten
Stranges, Bindung des gespaltenen Stranges und Dissoziation vom Doppelstrang — wére
ein moglicher Ansatzpunkt fur eine Stimulation. Allerdings mit sehr unterschiedlichen
biologischen Folgen, v.a. im Hinblick auf die Genomstabilitét.

Mittlerweile konnte gezeigt werden, da PSF/p54™ das Hin- und Herspringen der
Topoisomerase | zwischen einzelnen DNS-Helices stimuliert (30).

Die gesonderte Betrachtung der einzelnen Schritte gelang durch die Benutzung von
Suizidsubstraten, synthetischen Oligonucleotiden, die nur zum Teil doppelstréangig sind.
Die Spaltungsstelle fur die Topoisomerase | liegt dabei vor dem letzten Basentriplett
des Doppel stranges, das nach Abspaltung wegdiffundiert und so das Enzym am Substrat
fixiert. Dieser Teilschritt konnte durch die Zugabe des PSF/p54™™-Dimers nicht
beschleunigt werden.

Durch anschlieffende Zugabe eines Dinucleotids als Bindungsvermittler konnte die
Topoisomerase | sich wieder vom Substrat 16sen. Auch hierbei war die Reaktion der
Topoisomerase | alein genauso schnell wie im Komplex. Aus diesen Erkenntnissen
konnte gefolgert werden, dald die Stimulierung der Topoisomerase | weder mit der
Spaltung, noch mit der abschlieffenden Bindung des Substrates in Zusammenhang
gebracht werden konnte. Da aulerdem die Bindung an das Substrat direkt mit der
Spaltungsgeschwindigkeit zusammenhéangt, blieb nur die Dissoziation als mdglicher
Angriffspunkt der K atal ysereaktion.

Dies konnte durch einen indirekten Beweis, wiederum mit Hilfe von Suizidsubstraten,
bestétigt werden. Zundchst wurde die Topoisomerase | wieder mit dem schon bekannten
Substrat inkubiert, so dal3 alle Molekile schliefdlich fixiert waren. Durch Zugabe des
bindungsvermittelnden Dinucleotids in molarem UberschuR wurde dann ein
Gleichgewicht zwischen Bindung und Abdiffusion geschaffen. Sodann wurde ein
zweites Suizidsubstrat, dieses aber ohne Bindungsvermittler, dazugegeben. Durch
radioaktive Markierung konnten die gespaltenen Molekile des zweiten Substrates
nachgewiesen werden. Um das zweite Substrat spalten zu konnen, mufde die

Topoisomerase | zu diesem Uberspringen.



In dieser Versuchsanordnung konnte ein deutlicher Effekt des Komplexes nachgewiesen
werden: die Topoisomerase | im Komplex relaxierte das zweite Substrat verglichen mit
Topoisomerase | allein in 11facher Geschwindigkeit.

Die Hypothese des Springens zwischen einzelnen DNS-Molekilen bestdtigte sich
zusdtzlich  durch den Nachweis von tellrelaxieter DNS im  normaen
Relaxierungsversuch. Wahrend Topoisomerase | alleine bei molarem DNS-Uberschul
die bearbeiteten Molekile vollstandig relaxierte, stimulierte der Komplex das Enzym
durch vermehrtes Uberspringen zur Bildung unterschiedlich stark relaxierter DNS-
Topoisomere, was sich im Gel als Leitern darstellte. Durch Steigerung des molekularen

Topoisomerase |-Gehaltes verschwand dieser Effekt wieder.

Auffélig an diesen Ergebnissen war, dal3 die Stimulation, die die Topoisomerase | hier
bei der Dissoziation erfuhr, praktisch der Rate entsprach, mit der das PSF/P54™™-Dimer
die Topoisomerase | im oben beschriebenen Relaxierungstest stimulierte. So stellte sich
die Frage, ob die Topoisomerase | erst durch die Komplexierung mit dem PSF/p54™"-
Dimer in einen echten Katalysator verwandelt wird. Denn in einigen Situationen ist das
Hin- und Herspringen des Enzyms zwischen DNS-Strangen unerldsslich, wie zum
Beispiel in den superspiraisierten DNS-Bereichen bel der Transkription. Die
Superspiralisierung scheint ihrerseits die Transkriptionsrate zu beeinflussen. Und PSF
ist an der Bildung der Spleif3osomen an der Transkription beteiligt .

Das gefundene Dimer kénnte somit ein Koordinator der Topoi someraserekrutierung und
gleichzeitig sein Katalysationspartner in der Transkription sein.
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Abbildungen und Tabdle:

Abb.1:

Coomassie-geféar btes SDS-Polyacrylamidgel der Chromatographiefraktionen.

a. Nickel-Affinitdtschromatographie, Anionen- und Kationen-

Austauschchromatographie;

Zeile 1: Roher Kernextrakt (SM = Startmaterial)

Zeilen 2+3: Durchlauf (DL) und Eluat (E) der Ni-Chromatographie

Zeilen 4+5: Rechromatographie des Eluats der Ni-Saule (Z. 3), Durchlauf (DL) und
Eluat (E) der Source Q-Chromatographie

Zeillen 6+7: Rechromatographie des Durchlaufes der Source Q-Séaule (Z. 4),
Durchlauf (DL) und Eluat (E) der Source S-Chromatographie

Zeilen 8+9: Rechromatographie des Durchlaufes der Source Q-Saule unter Zugabe
von 1M Harnstoff, Durchlauf (DL) und Eluat (E) der Source S-Chromatographie

Zeile 10: Markerproteine zur Abschédtzung der Molekiilmassen
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b. Superdex 200-Geldurchwanderungschromatographie von Eluaten der Ni-Saule mit

oder ohne Harnstoff:
Ni-Eluat (SM = Startmaterial)
Zeilen 1-10: Durchlauf, der nach dem Leervolumen in 1 ml-Fraktionen aufgefangen

wurde
Die markierten Proteine auf der linken Seite zeigen die Positionen von PSF,

Topoisomerase | und p54™™ an. AuRerdem findet sich eine Kontamination, die als

endogener Marker der Trennung dient.
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Abb.2:
Bindung von PSF an Topoisomerase |, Koimmunpr azipitation, Chemische
Kreuzbindungen mit SMCC.

a. Bindung von Topoisomerase | an PSF:

Als Ausgangsmaterial dienten Western Blots von rohen Kernextrakten (Zeilen 1+3)
oder Eluaten der Ni-Saule (Zeilen 2 und 4-6):

Farbung mit Amidoschwarz (Zeilen 1+2)

Inkubation mit biotinylierter rekombinanter humaner Topoisomerase | (Zeilen 3+4)

Immunfarbung mit Antikdrpern gegen Topoisomerase | (Zeile 5) bzw. PSF (Zeile 6)

b. Koimmunprazipitation:
Eluate der Ni-Saule wurden mit Protein A-Sepharose und Kaninchen-Antikdrpern
gegen humanes PSF (Zeile 2) oder humanen Scl 70-Autoantikdrpern gegen

Topoisomerase | (Zeile 3) prazipitiert. AlsKontrolle dient eine Protein A-
Sepharose-Adsorption ohne Antikorper (Zeile 1).
Western Blots der Immunpréazipitate (1P, Zellen 1-3) oder rekombinanten humanen

PSF (Zeile 4) wurden mit PSF-Antikorpern inkubiert.

a 1 2 3 4 5 & b 1 2 3 4

.. | .. FHF-Immwnoblot

- - -

Ir| I | IF | th-

Amido- | Topl- |amti- |anti- i |anki-| anti- | FEF
black Biotin |Topl| PEF PEF|Topl
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¢. Chemische Kreuzbindungsreaktionen:

Reine rekombinante humane Topoisomerase | (Top |) oder der durch Ni-
Affinitdtschromatographie aus A431-Zellen gereinigte Komplex aus PSF,
Topoisomerase | und p54™ (NiE) wurden mit SMCC behandelt und anschliefend in

einem Western Blot auf Nitrozellulosemembranen transferiert.
Zeilen 1+2: Farbung der SMCC-Proben mit Topoisomerase |-Antikdrpern
Zeilen 3+4: Farbung von Kontrollen ohne SM CC-Behandlung mit Topoisomerase |-
Antikorpern
Zellen 5+6: Amidoschwarzférbung des Western Blots

Zeile 7: Marker zur Abschéatzung des Molekulargewichts
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Abb. 3:

Fluoreszenzbilder von A431-Zellen auf Glasobjekttrégern mit einer

Dreifachfarbung fur Topoisomerase |, PSF und DNS.
Die Zellen wurden in 3.5% Formalin fixiert und mit 0.1% Triton-X-100 lysiert. Die
Topoisomerase |-Farbung (Spalte 1, rot) wurde mit Scl 70-Autoantikorpern
vorgenommen, die PSF-Farbung (Spalte 2, griin) mit Kaninchenserum gegen PSF,
die DNS-Farbung (Spalte 4, blau) mit DAPI.
Die korrespondierenden |mmunfluoreszenzbilder von Topoisomerase | und PSF
wurden Ubereinandergel egt (Spalte 3, gelb). So konnten Kol okalisationen sichtbar
gemacht werden.

Die Zeilen a-g zeigen jewells korrespondierende Bilder der Zellen:

a. Prometaphase d. Spéte Anaphase
b. Metaphase e. Telophase/Friihe G;-Phase
c. Frihe Anaphase f. und g. Interphase

Topl P5F Stack DNA
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Abb. 4:
Stimulation der Topoisomerase |-Aktivitat durch PSF und PSF/p54™™®.

a. Coomassie-gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel der Praparationen, die fir die

kinetischen Analysen benutzt wurden:

Zeile 1: 1 pg der rekombinanten humanen Topoisomerase | (rhTopo 1)

Zeile 2: 1 pg der endogenen Topoisomerase | aus A431-Zellen (eTopo |)

Zeile 3: 1 pug rekombinanten humanen PSFs aus E. coli (rhPSF)

Zeile 4: 1.5 pg des isolierten PSF/p54™P-Dimers aus A431-Zellen

Zeile 5: 2.5 g des gemeinsam aus A431-Zellen gereinigten Komplexes aus PSF,
Topoisomerase | und p54™™ (vgl. Abb.1, Zeile 4)

Zeile 6;: Markerproteine
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b. Représentative Beispiele der kinetischen pUC 18-DNS-Rel axation:

Die Proteinfraktionen entsprechen denen in Abb. 4 a..
Jeder Versuch enthdlt 2.5 ng Topoisomerase |I. Bei mit + verbundenen Proteinfraktionen
erfolgte eine Préinkubation mit 120 ng rekombinanten humanen PSF oder einer

aquivalenten Menge des isolierten nativen PSF/p54™P-Dimers.

o1 3 7Y 15 30 min

eTopo I

eTopo I
+0O
thP&F

eTopo I
+

P &F{po4uh
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Complex




Tab. 1:
Stimulation der Topoisomerase |-Aktivitat durch rhPSF oder PSF/p54™ -Dimer.

Proteinfraktionen Vgl. Abb. 4a  Spezifische Aktivita?® Relative Aktivitat®
(Zeile) (units/pg)
rhTopo I° 1 2.800 + 300 1
rhTopo | + rhPSF 1+3 14.300 + 2.800 5,1+ 1,0
rhTopo | +PSF/p54™ 1+ 4 33.800 + 3.800¢ 121+1,4
eTopo 2 2.900 + 270 1+0,1
eTopo | + rhPSF 2+3 14.800 + 2.800 53+1,0
eTopo | + PSF/p54™ 2+ 4 44.900 + 2.000 16,0+ 0,7
K omplex 5 45,550 + 1.450" 16,3+ 0,5
Komplex + rhPSF 5+3 48.830 + 3.663¢ 17,4+ 1,3
Komplex + PSF/P54"™ 5+ 4 54.350 + 5.815¢ 194+21
K ernextrakt 22.400 + 5.200° 80+1,9

Mittelwerte + Standardabweichung der kinetischen Versuche aus Abb. 4 b entsprechen
korrespondierenden Konzentrationen von Topoisomerase |.

BWerte aus Spalte 3 dividiert durch die mittlere spezifische Aktivitét rekombinanter
humaner Topoisomerase | (Zeile 1).

°Zur Erklarung der Abklirzungen siehe Abb. 4.

“Die initialen Werte wurden zusétzklich nach 15 und 30 s bestimmt.

*Bestimmt in Anwesenheit von 1 mM NagVVO4, um die DNS-Topoisomerase || zu

inhibieren.



Abkirzungen:

BisTrisPropan  2-(Bis-(2-hydroxymethyl-)amino)-2-(hydroxymethyl-)propan-1,3-diol

CPT Camptothecin

DMSO Dimethylsulfoxid

DNase Desoxyribonuklease

DNS Desoxyribonukleinsdure

DTT Dithiotreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-pi perazinethanschwefel saure

kDa Kilodalton, relative Molekulmasse

PBS Phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte Sal zIGsung)
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVDF Polyvinyldifluorid

RNS Ribonukleinsdure

SDS Sodium dodecy! sulfate / Natriumdodecylsulfat

SMCC Succinimidyl-4(N-mal e nimidomethyl)-cyclohexan-1-carboxylat
TBE Tris-borat-EDTA
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